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RESUMO GERAL

Foi analisada a influéncia da atividade gesseira sobre a ocorréncia, a diversidade, o
potencial de infectividade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), e o estado bioldgico
dos solos. Além disso, utilizou-se a técnica ARDRA na tentativa de diferenciar espécies de
FMA encontradas nas areas de estudo. Coletas de solo foram realizadas nos periodos chuvoso
(Dez/2003) e seco (Set/2004), em quatro dreas: uma com caatinga nativa preservada (AN) e
trés em mineradora de gesso: interface entre o depdsito de rejeito e area de caatinga degradada
pela mineracdo (Al); arredores da mina (AM) e rejeito (AR). A mineracdo diminuiu a
diversidade de FMA e de plantas nas trés subareas, em relagdo a caatinga nativa preservada.
Foram identificadas 27 e 29 espécies de plantas e 29 e 28 espécies de FMA respectivamente
nos periodos chuvoso e seco. Entre os FMA, Glomus intraradices e Paraglomus occultum
foram os melhores representados tolerando as condigdes edaficas das subareas impactadas e
desse modo mostraram potencial para utilizacdo em programas de revegetagdo em dareas
similares. Baixos indices de similaridade vegetal e de FMA foram verificados entre a area
nativa e as afetadas pela mineragdo. Maior esporulacdo dos FMA ocorreu no periodo chuvoso,
enquanto o numero mais provavel (NMP) de propagulos de fungo (incluindo FMA) e a
colonizacdo radicular foram maiores no periodo seco. Houve correlacdo positiva entre o NMP
de FMA e o niimero de esporos nos dois periodos de coleta. No periodo chuvoso, o NMP de
FMA foi negativamente correlacionado com a colonizagdo radicular. A atividade antropica
exercida nas areas em estudo teve forte impacto negativo sobre a microbiota do solo,
reduzindo o numero de bactérias, actinomicetos e fungos, a atividade e a biomassa
microbianas. A atividade gesseira reduziu a produg¢do de glomalina facilmente extraivel
(GFE) e total (GT) em relagdo ao encontrado na area de caatinga nativa. Esta glicoproteina
pode ser utilizada como indicador da qualidade edafica, considerando que apontou diferencas
entre os solos impactados e o nativo, preservado. Alguns FMA obtidos nas areas de estudo
foram distinguidos pela técnica ARDRA-ITS, que mostrou potencial como marcador capaz de

diferenciar espécies com elevada afinidade filogenética.

Palavras-chave: ecologia, diversidade, micorriza arbuscular.
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ABSTRACT

The effect of the gypsum mining activity on occurrence, diversity and potential
infectivity of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), as well as on soil quality were determined.
Besides, the ARDRA technique was used to distinguish species of AMF found in the studied
area. Soil samples were collected during the wet raining (December/2003) and dry seasons
(September/2004) in four areas: one with native, preserved “caatinga” vegetation (AN) and
three at the mine: interface between the waste deposit and area of degraded caatinga (Al);
surrounds of the mine (AM) and waste area (AR). The mining activity decreased AMF and
plant diversity in the three areas in relation to the preserved caatinga. Twenty seven and 29
plant species and 29 and 28 AMF species were identified respectively in the raining and dry
seasons. Among the AMF, Glomus intraradices and Paraglomus occultum were the most
commonly found, tolerating the soil conditions of the impacted area, thus showing potential
for use in revegetation programs in similar areas. Low indexes of similarity between plants
and AMF from the native area and those affected by mining were found. Higher AMF
sporulation occurred in the raining period, while the most probable number (NMP) of fungi
(including AMF) and root colonization were higher in the dry season. A positive correlation
between the NMP of AMF and number of spores was found in the two sampling collection
periods. In the raining season the NMP of AMF was negatively correlated with root
colonization. The mining activity produced a strong negative impact over the soil microbiota,
reducing the number of bacteria, actinomycetes and fungi plus, the activity and microbial
biomass. Moreover, this mining impact reduced production of easily extractable glomalin
(EEG) and total (GT) in relation to the values registered in the native area. This glycoprotein
can be used as indicator of soil quality, considering the presented differences between the
impacted and preserved soils. Some AMF obtained in the study areas were distinguished by
the ARDRA-ITS technique, which has a potential to be used as a marker able to distinguish
species with high phylogenetic affinity.

Key words: ecology, diversity, arbuscular mycorrhiza.
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INTRODUCAO GERAL

A maior parte do estado de Pernambuco encontra-se na regido semi-arida. Dos 185
municipios, 145 estdo em areas com risco de desertificacdo e hd registro de que mais de
4.000.000 ha em PE estdo degradados (SECTMA-PE, 2006). A regido do Araripe, no sertao
do estado, ¢ constituida pelo pdlo gesseiro, que possui 40 % das reservas de gipsita do mundo
e atende a 95% da demanda de gesso do mercado nacional. A area sofre grande pressao
antropica sobre os recursos naturais, especialmente os florestais. O processo de extracao da
gipsita resulta em areas degradadas pelo consumo de lenha, e a exploracdo do gesso gera
grandes quantidades de residuos originando problemas de saiude nos trabalhadores.
Atualmente, devido a utilizagdo inadequada de seus recursos naturais, as espécies de fauna e
flora nativas do Araripe encontram-se ameacgadas de extingao

(http://www.sectema.pe.gov.br/acoes_todos.asp. Acesso em 19/07/2006).

Estudos tém demonstrado o impacto da mineracdo sobre os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA): a camada superficial do solo original ¢ substituida por outra com baixo
numero de propagulos (White et al., 1989), a rede micelial ¢ destruida (Jasper et al., 1994) e
os baixos valores de pH encontrados nos solos degradados (Mehrotra, 1998) reduzem a
densidade e a diversidade desses fungos.

Como os FMA representam importante mecanismo de adaptagdo trofica das plantas
superiores na competicao por fatores limitantes de crescimento que permitem a sobrevivéncia
e evolucao no ambiente terrestre, a introducdo destes simbiontes € crucial na reabilitacao de
solos degradados. Os FMA podem facilitar o crescimento das plantas, com beneficios na
reposi¢do de matéria organica do solo (substrato para a microbiota) que ¢ essencial para
manter a funcionalidade dos ecossistemas (Siqueira & Soares, 2005), diminuindo os efeitos
negativos da compactacdo do solo, facilitando a reciclagem de nutrientes, promovendo a
formacgdo e a estabilidade de agregados e induzindo maior tolerancia das plantas ao déficit
hidrico (Tisdall & Oades, 1979; Rillig, 2004) e salinos (Maia & Yano-Melo, 2005).

E imprescindivel considerar a importancia que a ecologia dos FMA assume quando o
interesse estd no manejo agricola e ambiental de tais fungos, visando a otimizagdo dos efeitos
benéficos da simbiose (Silveira, 1998). Desta forma, ¢ preciso conhecer as espécies de FMA
que ocorrem em regides impactadas, tais como a de mineracao de gesso, sendo necessarios

extensivos estudos morfologicos e moleculares para identificacdo das espécies. E urgente
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também a caracterizacdo da diversidade destes fungos, para definir estratégias de
conservagao.

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram: a) avaliar aspectos ecologicos de
FMA em areas sob impacto ambiental pela mineragcdo de gesso; b) verificar a influéncia da
atividade gesseira sobre a ocorréncia, a diversidade e o potencial de infectividade de FMA; ¢)
avaliar o estado biologico dos solos e a producao de glomalina por FMA nas areas em estudo,
fornecendo subsidios para recomendagdo dessa proteina como indicador bioquimico da
qualidade do solo; d) aplicar a técnica ARDRA (Andlise de restricio do DNA ribossomal

amplificado) visando diferenciar espécies de FMA encontradas nas areas estudadas.
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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 Origem, evolucdo e classificacdo dos FMA

Micorrizas (do grego, mykes = fungo, rhiza = raiz) sdo associa¢des simbioticas entre
certos fungos do solo e raizes de plantas. Com base na morfoanatomia das raizes colonizadas,
as micorrizas sdo agrupadas em ectomicorrizas, ectendomicorrizas, endomicorrizas. As
ectomicorrizas sdo caracterizadas pela formacao de manto micelial sobre a raiz, penetragao
apenas intercelular do cortex pelo micélio fingico, com a formagao da “rede de Hartig”. As
ectendomicorrizas sdo geralmente ectomicorrizas com penetracdo intracelular, havendo
diferengas anatdmicas de acordo com a planta hospedeira. As endomicorrizas mais comum
sdo as do tipo arbuscular, formada por fungos micorrizicos arbusculares (FMA) que penetram
inter e intracelularmente no cortex da raiz hospedeira (Siqueira, 1994). As micorrizas
arbusculares encontram-se distribuidas na maioria dos ecossistemas, desde os florestais aos
desérticos, em regides tropicais, temperadas e articas e representam a mais ampla associagao
entre plantas e fungos encontrados na natureza (Souza & Silva, 1996). Os FMA surgiram ha
mais de 400 milhdes de anos, coincidindo com o surgimento das plantas terrestres (Simon et
al,, 1993). A origem dos FMA foi confirmada por andlises em materiais fosseis do
Devoniano, os quais revelaram a presenca de estruturas fungicas similares aquelas formadas
pelos atuais fungos micorrizicos (Pirozynski, 1981). Recentemente Dotzler et al. (2006)
encontraram registros fosseis de uma espécie ancestral de Scutellospora, a qual batizaram de
Scutellosporytes, enfatizando ainda mais a teoria.

O primeiro género de FMA (Glomus) foi descrito em 1845, por Tulasne & Tulasne
(apud Silva, 2004) com as espécies G. macrocarpum Tulasne & Tulasne e G. microcarpum
Tulasne & Tulasne. O género Sclerocystis Berkeley & Broome (1873) foi descrito 28 anos
depois. Isso ocorreu antes mesmo do termo micorriza ter sido criado (Frank, 1885 apud Silva,
2004) considerando que a natureza da associag¢do ainda ndo era bem compreendida. Em 1922,
Thaxter publicou uma revisdo sobre Endogonaceae, considerando quatro géneros: Endogone
(no qual foi incluido Glomus), Sphaerocreas, Sclerocystis ¢ Glaziella (Allen, 1996).
Revisando a familia Endogonaceae, Gerdemann & Trappe (1974) forneceram até hoje as
bases para identificagdo e classificagdo dos FMA. Esses autores separaram o género Glomus
de Endogone e criaram os géneros Acaulospora e Gigaspora, todos incluidos em
Endogonaceae, ficando desta forma os FMA agrupados nos géneros Acaulospora, Gigaspora,

Glomus ¢ Sclerocystis. Em 1979 Ames & Schneider descreveram o género Entrophospora.
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Walker & Sanders (1986) dividiram as espécies de Gigaspora em dois géneros com base na
presenca (Scutellospora) ou auséncia de placa germinativa (Gigaspora) e parede interna nos
esporos. Os FMA continuaram sendo agrupados na familia Endogonaceae até que, em 1989,
Pirozynski & Dalpé, com base em registros fosseis, propuseram a familia Glomaceae, com os
géneros Glomus e Sclerocystis e mantendo os demais géneros em Endogonaceae. Morton
(1990) estabeleceu que os FMA formavam um grupo monofilético, devido a escassa relagao
com os membros de Endogonales. No mesmo ano, Morton & Benny (1990) agruparam os
FMA na ordem Glomales, constituida pelas subordens Glomineae (Glomaceae ¢
Acaulosporaceae) e Gigasporineae (Gigasporaceae), com seis géneros.

A separagdo entre os géneros Glomus e Sclerocystis tornou-se controversa quando
Almeida & Schenck (1990) transferiram todas as espécies de Sclerocystis, com excecédo de S.
coremioides Berkeley & Broome, para Glomus. Mais recentemente, Redecker et al. (2000 b)
demonstraram que a seqiiéncia do rDNA 18S coloca a espécie dentro do género Glomus,
fazendo a transferéncia para Glomus coremioides (Berkeley & Broome) Morton & Redecker.
Com base no seqiienciamento do rDNA 18S e em dados morfolégicos, Morton & Redecker
(2001) propuseram mudangas na classificagio dos FMA: criaram duas novas familias e
géneros: Archaecosporaceae (Archaeospora Morton & Redecker) e Paraglomaceae
(Paraglomus Morton & Redecker), com as espécies Archaeospora leptoticha Morton &
Redecker para abrigar Glomus leptotichum Schenck & Smith, Acaulospora gerdemanii
Schenck & Nicolson e Archaeospora trappei Spain, substituindo Acaulospora trappei Morton
& Redecker, enquanto Paraglomus occultum Morton & Redecker e P. brasilianum Morton &
Redecker abrigaram Glomus occultum Walker e G. brasilianum Spain & Miranda. Geosiphon
pyriforme Schiifler, antes em Zygomycetes, passou a ser considerado na classificacdo do
grupo, porém sem defini¢do exata quanto ao posicionamento.

Schiifler et al. (2001) forneceram informagdes essenciais para a atual classificacdo dos
FMA, com a criagdo do filo Glomeromycota, compreendendo apenas uma classe
(Glomeromycetes) e quatro ordens: Diversisporales (Acaulosporaceae, Diversisporaceae,
Gigasporaceae e Geosiphonaceae), Archaeosporales (Archaeosporaceae), Paraglomerales
(Paraglomeraceae) e Glomerales (Glomeraceae). Também foi criada uma familia para Glomus
pyriforme (Geosiphonaceae) (Figura 1). Oehl & Sieverding (2004) com base em dados
moleculares criaram o género Pacispora Sieverd. & Oehl e o incluiram na familia

Glomeraceae. Glomus scintillans Rose & Trappe, G. dominikii Blasz e G. chimonobambusae
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Wu & Lin foram transferidos para Pacispora e quatro novas espécies foram descritas:
Pacispora franciscana Sieverd. & Oehl, P. rubigina Sieverd. & Oehl, P. coraloidea Sieverd.
& Ochl e P. boliviana Sieverd. & Oehl. Com base em dados moleculares, Walker & Schiifler
(2004) propuseram a familia Pacisporaceac. Esses autores validaram a familia
Diversisporaceae e a ordem Diversisporales, transferindo Glomus spurcum Pfeiffer, Walker &
Bloss para Diversispora spurca Pfeiffer, Walker & Bloss. Recentemente foi proposta uma
nova familia (Entrophosporaceae) e dois novos géneros (Kuklospora, Intraspora), sendo
Kuklospora incluida em Acaulosporaceae e Intraspora em Archacosporaceae. Contudo, ainda
nao ha uma arvore filogenética incluindo essa proposta (Sieverding & Oehl, 20006).

A taxonomia ¢ uma ciéncia dindmica, o que resulta em mudancas continuas na
classificagdo e nomenclatura. Recentemente, Goto & Maia (2006) propuseram um novo nome
para os esporos dos FMA, que receberam a denominagdo glomerosporos, por constituir um
filo separado do Zigomycota. Hoje ha mais de 189 espécies de FMA catalogadas. A partir de
dados moleculares essas espécies foram agrupadas no filo Glomeromycota, porém ainda

existem dados nao elucidados acerca de sua classificacao.

Archaeosporales

Archaessporaceae y
f h | Geosiphonaceae
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Paraglomeraceae
Diversisporales

Paraglomerales rsisporaceac

Gigasporaceas

Pacisporaceas
Glomeraceae

Glomerales '\ Glomeraceae

Figura 1. Arvore filogenética representando as relagdes em Glomeromycota (Walker &
Schiifler, 2004) (Fonte: www.tu-darmstadt.de/fb/bio/bot/schuessler/amphylo/amphylo_home.html)

1.2 Métodos morfoldgicos e moleculares utilizados na identificacdo dos FMA

De acordo com o modo de formagdao dos esporos, Tulasne & Tulasne (1845 apud
Silva, 2004) descreveram o género Glomus. Em 1922, revisando a familia Endogonaceae,
Thaxter transferiu os membros de Glomus para Endogone com base na semelhanga entre os

esporocarpos de Endogone e Sclerocystis. Gerdemann & Trappe (1974) promoveram uma
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grande revolucdo na taxonomia dos FMA, distribuindo os géneros na familia Endogonaceae e
fornecendo bases para identificacdo e descricdo das espécies. Walker (1983) nomeou e
representou graficamente diferentes “tipos de parede” nos FMA. Até hoje a identificagdo dos
FMA est4 baseada nos padrdes descritos por Walker. Atualmente sdo conhecidos nove tipos
de “parede”: evanescente, amorfa, coridcea, expansiva, membranosa, unitaria, laminada,
chanfranulada e germinativa (Walker, 1983; Walker, 1986; Morton, 1986; Berch & Koske,
1986; Spain et al., 1989; Koske & Gemma, 1995). Entretanto, um novo padrdao na descri¢do
de espécies com base na ontogenia do esporo foi proposto por varios autores (Franke &
Morton, 1994; Morton, 1995; Bentivenga & Morton, 1995; Stiirmer & Morton, 1997/1999),
sendo considerado que a parede do esporo estaria distribuida em apenas dois grupos
principais: “parede estrutural” e “parede germinativa”, subdivididas em camadas. Além dos
estudos ontogenéticos, estudos de ultraestrutura (Mosse, 1970 a e b; Maia & Kimbrough,
1993/1994; Maia et al., 1994) t€m contribuido para o entendimento das estruturas
subcelulares da parede dos esporos de FMA.

A impossibilidade de crescimento dos FMA em meios sintéticos na auséncia de raizes
metabolicamente ativas e a ndo caracteriza¢ao da fase sexuada em seu ciclo de vida, faz com
que a identificacdo e classifica¢do destes fungos esteja baseada, quase que exclusivamente, na
morfologia e estrutura de seus esporos vegetativos (Morton, 1993). As dificuldades de
cultivar os FMA “in vitro” representam um obstaculo ainda ndo superado, limitando os
estudos de sua biologia e aplicacdo biotecnologica. A identificacdo e a caracterizagdo dos
fungos sdo os primeiros passos para seu estudo. Segundo Morton & Benny (1990), a
identificacdo dos FMA ao nivel genérico ¢ baseada na ontogenia dos esporos. Caracteres
relacionados com as propriedades da parede dos esporos tais como espessura, pigmentacao,
reacdes histoquimicas, subunidades e ornamentacdo podem ser utilizadas para identificacao
ao nivel especifico (Bentivenga & Morton, 1994). Ainda segundo esses autores, a forma e o
comprimento das ornamentagdes das paredes celulares diferem bastante a ponto de separar
géneros, porém estes caracteres nao sao taxonomicamente informativos para separar espécies.

A caracterizagdo fenotipica pode ser influenciada por condi¢des ambientais e pelo
estadio de desenvolvimento dos esporos, introduzindo problemas para a identificacdo precisa
de populagdes de FMA oriundas do campo, bem como para o acompanhamento de espécies
introduzidas. Além disso, ¢ extremamente dificil distinguir as espécies de FMA durante a fase

simbidtica micelial nos tecidos radiculares (Salles & Souza, 1998). Segundo Merryweather &
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Fitter (1998), a produgdo dos esporos nem sempre estd relacionada com a colonizacao das
raizes e antes que a esporulagdo ocorra, a estrutura intra-radical do FMA permite apenas em
alguns casos a identificagdo da familia, o que inviabiliza a identificagdo de espécies na
auséncia do esporo. Além do mais, vérias espécies recentemente caracterizadas ndo coram
com os procedimentos padroes (Redecker et al., 2000 a). Atualmente, diversas técnicas
moleculares vém sendo empregadas no estudo de FMA, visando um maior conhecimento de
aspectos filogenéticos, citogenéticos, funcionais e ecoldgicos. A biologia molecular tem
permitido identificar fungos a partir de esporos coletados diretamente do campo e também
identificar FMA que estdo colonizando as raizes. Deste modo, espécies ativas de FMA dentro
das raizes podem ser apenas analisadas através dos métodos moleculares. Os métodos
baseados no DNA ndo sdo afetados por mudancas durante a ontogénese ou diferenciacdao de
orgdos. Por esta razdo, varios métodos de deteccdo com base na reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) tém sido desenvolvidos nos anos recentes e alguns tém sido aplicados sob
condig¢des de campo (Clapp et al., 1995).

Anélises de fragmentos de restrigdo de DNA amplificados por PCR constituem uma
ferramenta poderosa que permite a deteccdo de moléculas de acidos nucléicos especificos
presentes em pequenas quantidades e tem sido aplicada com sucesso na identificagdo de
FMA. Entretanto, a maior parte das seqiiéncias j& caracterizadas destes fungos esta
relacionada aos genes ribossomais (18S, 5.8S e 28S) (Figura 2) que sdo separados por regides
mais varidveis, os ITS (Internal Tanscribed Spacer) e intergénicos IGS (Intergenic Spacers),
que por apresentarem taxas de evolugdo mais rapidas que o DNA ribossomal podem ser
utilizadas na caracterizacdo de diferentes espécies (Salles & Souza, 1998). As analises de
genes ribossomais estdo entre as mais promissoras seqiiéncias alvo de DNA, porque em
muitos organismos elas sdo encontradas em multiplas copias por genoma e suas regides sao
altamente conservadas. Isto permite gerar “primers” de PCR com larga aplicabilidade
(Redecker et al., 1997). Varios autores, usando a comparag¢ao de seqiiéncias ITS, regides
altamente varidveis no rDNA dos FMA, tém desenvolvido “primers” capazes de identificar
espécies de FMA a partir da amplificacio de DNA extraido dos esporos ou de raizes
colonizadas (Gardes et al., 1991; Bonito et al., 1995; Zez¢ et al., 1996; Harney et al., 1997;
Redecker et al., 1997; Lanfranco et al., 1999; Redecker, 2000). A partir dessas seqiiéncias os
autores desenvolveram “primers” especificos para Glomus mosseae [(Nicolson &

Gerdemann) Gerdemann & Trappe] (Lanfranco et al., 1995; Millner et al., 1998),
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Scutellospora castanea Walker (Zezé et al., 1996), Gigaspora margarita Becker & Hall,
Gigaspora decipiens Hall & Abbott, Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (Lanfranco et al.,
2001), Glomus monosporum Gerdemann & Trappe (Millner et al., 1998), Glomus etunicatum
Becker & Gerdemann (Millner et al., 2001a), Glomus occultum Walker e Glomus brasilianum
Spain & Miranda (Millner et al., 2001b).

Figura 2. Representacdo de uma unidade de rDNA mostrando o ITS (espagos internos
transcritos) e a posi¢ao de anelamento dos principais “primers” (White et al.,
1990).

Simon et al. (1993) desenvolveram “primers” taxon-especificos para Glomus
etunicatum (VALETC) e Glomus sp. (VAGLO) e para as familias Acaulosporaceae
(VAACAU) e Gigasporaceae (VAGIGA) que, utilizados em conjunto com os “primers”
VANSI, amplificaram um fragmento do gene do 18S rRNA. O produto obtido por PCR foi
entdo analisado por SSCP (polimorfismo de conformacao da fita simples do DNA), onde as
amostras sao analisadas através de gel de poliacrilamida de alta resolugdo, sob condi¢des nao
desnaturantes. As duas fitas de DNA sdo desnaturadas imediatamente antes de serem
aplicadas no gel, migrando separadamente de acordo com a conformac¢do que cada uma irad
adotar. Esta técnica ¢ capaz de detectar alteragdes de até uma unica base entre os fragmentos
homoélogos, sem que haja necessidade de seqlienciamento do fragmento. Os “primers”
desenvolvidos permitiram a identificagdo dos fungos ao nivel de familia, sendo a técnica
SSCP aplicada com sucesso na caracterizagdo de amostras de raizes colonizadas por FMA
(Simon et al, 1993). Recentemente, Rodriguez et al. (2005) analisaram caracteres
morfologicos e moleculares para investigar a diversidade entre isolados de Glomus
claroideum Schenck & Smith e G. etunicatum. A diversidade das seqiiéncias inter e intra-
isolado da regido D2 da LSU do gene rRNA de oito isolados de G. claroideum e G.
etunicatum foi estudada usando a técnica de PCR-SSCP.

Outra técnica molecular atualmente utilizada ¢ a DGGE (Eletroforese em gel de

gradiente desnaturante), onde a variabilidade nas seqiiéncias do rDNA 16S pode ser avaliada
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através de eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante. Essa técnica foi
utilizada primeiramente por Muyzer et al. (1993) e consiste na separacao dos fragmentos de
DNA (principalmente do rDNA 16S) em gel de poliacrilamida contendo um gradiente linear
de formamida e uréia. As variagdes na composi¢do de nucleotideos dos diferentes fragmentos
de DNA determinam seu comportamento de migracdo no gel, fazendo com que fragmentos
diferentes terminem sua migragdo em posi¢des diferentes (Muyzer, 1999). O comportamento
de migrag¢do do fragmento de DNA no DGGE ¢ governado ndo apenas pela composicao de
nucleotideos (conteido de G+C), mas também pelas interagdes entre estes, dentro da
molécula (Breslauer et al., 1986, Sugimoto et al., 1996). A PCR-DGGE da regido V9 do
rDNA 18S é um método rapido e confiavel para identificar espécies de Gigaspora e de
Scutellospora (De Souza et al., 2004/2005), para avaliar a diversidade de espécies de FMA
em condi¢des de campo e para caracterizar a heterogeneidade inter e intra-especifica do
rDNA (Kowalchuk et al., 2002; Opik et al., 2003; De Souza et al., 2004/2005).

Estudando a diversidade de FMA em populagdes naturais, Sanders et al. (1995)
promoveram a amplificagdo do DNA gendmico de um unico esporo e o produto proveniente
da amplifica¢do foi cortado com enzimas de restri¢do. Por essa técnica, conhecida como
RFLP-PCR (Restriction Fragment Lenght Polimorfism-PCR), foram detectados diferentes
padrdes de bandeamento obtidos de diversos isolados.

A identificagdo dos FMA por meio de uma abordagem molecular apresenta resultados
excelentes, mas o nimero de espécies para as quais “primers” espécie-especificos foram
desenhados ainda ¢ escasso e¢ ndo permite abordagem ecologica da diversidade de FMA.
Portanto, pesquisas nessa area sdo de extrema importancia para tentar resolver conflitos na
identificacdo dos FMA. A andlise de restricdo do DNA ribossomal amplificado (ARDRA) ¢
uma técnica do tipo RFLP e estd baseada no grau de conservagao dos sitios de restricdo do
rDNA que reflete padroes filogenéticos. A ARDRA ¢ bastante util para uma rapida analise da
diversidade de um ambiente (Grifoni et al., 1995). Recomenda-se que o fragmento de rDNA a
ser amplificado e analisado por esse método, no caso de andlise da diversidade intra-
especifica ou entre grupos de isolados com elevada afinidade filogenética, deve incluir o
espagos internos transcritos (Figura 2), uma regido que apresenta maior variabilidade tanto na
composicdo de bases quanto no tamanho (Rosado et al., 1999).

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) possibilita a deteccdo de

polimorfismo sem que haja conhecimento anterior da seqiiéncia nucleotidica. O bandeamento
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obtido pode ser utilizado como marcador molecular ou na construgdo de “primers” ou sonda a
ser usada na deteccdo de uma determinada espécie. Esta técnica ndo permite a deteccao de
FMA diretamente das raizes, ja que utiliza “primers” inespecificos, que amplificam também o
genoma da planta (Salles & Souza, 1998). Wyss & Bonfante (1993), usando RAPD,
verificaram variagdo entre isolados de uma mesma espécie de FMA. Lanfranco et al. (1995)
produziram “primers” espécie-especifico para Glomus mosseae a partir de analise de RAPD.
A partir de andlises de RFLP obtidos de esporos ou raizes colonizadas Redecker (2000)
desenhou “primers” especificos para determinados grupos de FMA. Abbas et al. (1996),
utilizando a mesma técnica, identificaram seqiiéncias de DNA especificas para Glomus
mosseae e Gigaspora margarita, a partir das quais foram construidos “primers” isolados-
especificos, capazes de detectar a presenca destes fungos em mistura de esporos e raizes
colonizadas.

E urgente o desenvolvimento de ferramentas para detecgdo e identificagio de FMA
durante todos os estadios de seu ciclo de vida. Sem esta perfeita caracterizacdo, torna-se
dificil o uso otimizado desta simbiose em campo, pois estudos basicos ligados a competicao,
sobrevivéncia, dispersdo e eficiéncia ficam comprometidos quando executados em
comunidades complexas como as encontradas em solos tropicais (Salles & Souza, 1998).
Técnicas moleculares sao ferramentas poderosas e tém sido de grande utilidade na taxonomia
e caracterizagdo dos fungos. E importante salientar que na maioria dos casos, classificagdes
baseadas em marcadores moleculares corroboram classificacdes feitas com base em
caracteristicas morfoldgicas (Leal-Bertioli, 1998). Desta forma, uma analise mais completa
dos FMA implica em estudos morfologicos e moleculares, visando melhorar o conhecimento

taxondmico e filogenético sobre o grupo.

1.3 Diversidade de espécies de FMA

Os FMA, importantes componentes da comunidade microbiana do solo, participam do
processo de sucessdo vegetal e contribuem para a diversificacio e estabilidade de
ecossistemas naturais (Van der Heidjen et al., 1998). De acordo com Allen et al. (2003), na
maioria dos ecossistemas a diversidade de FMA, determina a diversidade das plantas. O
estudo das comunidades de FMA e suas respectivas populacoes ¢ fundamental para diferentes

abordagens de pesquisa sobre esses fungos. Em sistemas naturais, tais estudos podem
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contribuir para o entendimento da simbiose e do seu papel nos diferentes ecossistemas (Silva-
Janior, 2004).

O termo comunidade pode ser definido como um conjunto de espécies (populagdes) que
ocorre conjuntamente em determinado tempo e dado espaco. De modo geral, o estudo das
comunidades baseia-se em atributos, tais como: a composi¢ao especifica ou o catadlogo de
espécies que compdem a comunidade; a diversidade expressa pela riqueza de espécies; a
dominancia e a eqiiitabilidade; a estrutura espacial; a dindmica temporal e os fendmenos de
interdependéncias, dentre esses atributos o mais comumente estudado ¢ a diversidade (Pinto-
Coelho, 2000).

A riqueza de espécies, um indicador da abundancia relativa de espécies (taxons) numa
comunidade, ¢ representada pelo niumero de espécies por area. Entre os indices usados para
medir a riqueza de espécies encontram-se: a) indice de Margalef (R=-1/log.n) e b) indice de
Menhinick (R = S/n), onde R = riqueza de espécies, S = niimero total de espécies e n =
numero total de individuos. As equagdes de Margalef ¢ Menhinick sdo baseadas na suposi¢ao
de que qualquer medida de riqueza tem dependéncia inerente ao tamanho da amostra
(Kennedy & Smith, 1995).

A diversidade pode ser medida por intermédio de indices matematicos, que levam em
consideragao informagdes taxondmicas na defini¢ao das unidades de medida. Alguns indices,
como o de diversidade de Shannon-Wiener e Simpson; de riqueza, de Margalef e Menhinik; e
de eqiiitabilidade, de Pielou, fornecem informagdes importantes acerca do padrio de
distribuicdo de espécies microbianas dentro do ecossistema (Kennedy, 1999). Os indices de
diversidade que avaliam a riqueza e dominancia mais usados sao o de Shannon-Wiener e o de
Simpson (Pielou, 1983).

O indice de diversidade de Shannon-Wiener (H'), segundo Pielou (1983), representado
pela formula H' = - 3 (Xi/Xo). Log (Xi/Xo0), onde Xi = densidade de esporos de cada espécie
em 100 mL de solo e Xo = densidade total de esporos de todas as espécies, assume que 0s
individuos sdo amostrados ao acaso de uma populacao indefinidamente grande e que toda as
espécies estdo representadas na amostra coletada sendo relativamente independente do
tamanho da amostra (Odum, 1988; Pielou, 1983). O H' ¢ considerado como ideal quando se
deseja estudar os efeitos das perturbagdes sofridas pelos ecossistemas, pois ¢ um indice que
atribui maior peso as espécies ndo dominantes, consideradas como espécies raras, que sdo as

primeiras a sofrer os efeitos dos impactos ambientais (Rosso, 1996). Segundo esse autor, o
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ideal ¢ utilizar um indice de diversidade que atribua maior peso as espécies nao-dominantes,
como ¢ o caso do indice de Shannon. As espécies raras geralmente tém dispersao heterogénea
no dominio amostral. No caso do indice de Shannon, as espécies raras levam ao aumento da
varidncia entre os elementos, portanto, seria indicado para quantificagdes mais precisas o
emprego de uma prova estatistica ndo-paramétrica.

O indice de dominancia de Simpson (C) (Pielou, 1983), mede o grau em que uma dada
espécie predomina em uma comunidade devido ao seu tamanho ou abundéncia e ¢ expresso
pela equagio: C = ¥ (Xi/Xo). Este indice exprime, basicamente, a abundancia das espécies
mais comuns, sendo conseqiientemente mais sensivel a mudancas que ocorrem nestas
espécies.

Alguns autores tém utilizado analise de varidncia e teste de médias para avaliar as
diferengas dos indices de diversidade de espécies entre comunidades de FMA (Koske et al.,
1996; Gravina, 1998, Franke-Snyder et al., 2001). Porém, segundo Franke-Snyder et al.
(2001) a utilizacdo de indices de diversidade apresenta limitagdes para caracterizar
comunidades de FMA, por causa da biologia destes fungos. Dois fatores contribuem para isto:
os pesquisadores ainda estdo limitados ao uso dos esporos para identificar e contar os fungos
que representam a diversidade de FMA (Morton et al., 1995) e a morfologia ¢ o numero de
esporos podem nao necessariamente refletir a estrutura da comunidade de FMA (Douds &
Millner, 1999).

Estudos de diversidade, em todos os niveis e aspectos, dependem da discriminacdo das
espécies ou taxons presentes no ambiente. Esta discriminag¢do s6 pode ser feita utilizando-se
bases taxondmicas que possibilitem a identificacdo das espécies (Caproni, 2001). Portanto,

estudos ecoldgicos necessitam ser iniciados e desenvolvidos com o apoio de taxonomistas.

1.4 Distribuicdo de FMA no Brasil

As micorrizas arbusculares sdo importantes componentes da microbiota dos solos nos
ecossistemas naturais e agricolas contribuindo para a vida do planeta. Os estudos existentes
sobre a ocorréncia das micorrizas arbusculares sdo realizados por pesquisadores interessados
na avaliacdo dos fungos ¢ da simbiose em diferentes ecossistemas e hospedeiros, com vistas
em enfatizar os fatores bidticos e abidticos que influenciam a ecologia destes fungos, bem
como sua simbiose. Segundo Siqueira & Klauberg-Filho (2000) a ocorréncia das micorrizas

arbusculares ¢ determinada por avaliagdes quantitativas, que envolvem procedimentos pouco
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elaborados, determinando a colonizagdo radicular e a densidade de esporos no solo, e
qualitativas, em que a presenca de diferentes fungos ¢ determinada para género e/ou espécie,
em termos de freqiiéncia e abundancia relativa. Para esses autores, estes estudos tém-se
concentrado principalmente na regido sudeste do Brasil, com grande énfase em espécies de
interesse agricola e, em alguns casos, florestais. Os ecossistemas naturais ndo t€ém recebido
muita aten¢do, ficando restritos a levantamentos realizados nos estados de Minas Gerais
(Fernandes & Siqueira, 1989), Santa Catarina (Stiirmer & Bellei, 1994), Sao Paulo (Bononi &
Trufem, 1983; Trufem, 1990; Trufem et al., 1994; Gomes & Trufem, 1998; Bononi et al.,
2000), Bahia (Silva et al., 2001/2005) e Pernambuco (Yano-Melo et al., 1997; Yano-Melo et
al., 2003 a,b; Melo, 2004; Mergulhao et al., 2004).

As micorrizas arbusculares sdo de ocorréncia generalizada nas plantas superiores;
estima-se que existam cerca de 300.000 espécies de plantas, sendo a grande maioria capaz de
formar associacdo. Essas micorrizas sdo formadas pela maioria das Faner6gamas (97%),
incluindo quase todas as espécies de interesse agrondmico, pastoril e florestal tropical
(Moreira & Siqueira, 2002). Embora varios trabalhos tenham sido desenvolvidos, a riqueza, a
diversidade e o potencial simbiodtico das populacdes de FMA nos ecossistemas brasileiros
precisam ser mais conhecidos. Atualmente héa registros de 189 espécies de FMA

(http://www.tu.darmstadt.de). Segundo Yano-Melo et al. (2003 a) no Brasil foram registradas

cerca de 80 espécies de FMA e das oito familias de FMA consideradas, seis estdo
representadas no semi-arido, com destaque para Glomeraceae, Acaulosporaceae e
Gigasporaceae. Trufem (1990) identificou 35 espécies de FMA na rizosfera de plantas nativas
e mencionou sete novas espécies de FMA no estado de Sao Paulo. Diversos trabalhos sobre
levantamentos de FMA foram publicados na regido Sudeste (Schenck & Siqueira, 1987;
Siqueira et al., 1989; Trufem et al., 1994; Trufem & Malatinszky, 1995; Gomes & Trufem,
1998; Trufem, 1999; Carrenho et al. 2001 a e b; Carrenho et al. 2002; Klauberg-Filho et al.,
2002; Weber et al., 2004), no Sul (Stirmer & Bellei, 1994; Zangaro et al., 2000; Focchi et al.,
2004), no Centro-Oeste (Spain & Miranda 1996 a e b), no Norte (Caproni et al., 2003) e no
Nordeste, onde trabalhos sobre a ocorréncia de FMA em ecossistemas agricolas foram
iniciados por Maia & Trufem (1990). Posteriormente foram realizados levantamentos em
areas de caatinga degradada ou ndo (Yano-Melo et al., 2003b; Souza et al., 2003; Mergulhao
et al., 2004; Silva et al., 2001/2005) ¢ em Mata Atlantica (Melo, 2004). Outros trabalhos

também foram realizados em sistemas agricolas (Yano-Melo et al., 1997; Gugel, 2004). Ha
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registro de pelo menos 38 espécies de FMA identificadas em solos de areas de mata e
caatinga no Nordeste (Maia et al., 2002).

As caracteristicas quimicas e fisicas dos solos influenciam a composi¢do de espécies
de FMA. A fertilidade do solo pode afetar a densidade de esporos e distribui¢do dos FMA de
forma indireta, influenciando diferentemente o crescimento das plantas (Day et al., 1987). Um
dos fatores mais influentes na distribuicdo dos FMA ¢ o pH; o conhecimento da eficiéncia e
distribuicdo dos FMA em relagdo ao pH, em conjunto com outros fatores do solo, ajuda a
obter maior sucesso no manejo de solos degradados, onde prevalecem a compactagcdo e a
acidez (Hayman & Tavares, 1985). A acidez do solo pode reduzir a colonizacdo radicular, a
germinagdo e producao de esporos de FMA e assim afetar a absorcdo de nutrientes e o
crescimento das plantas (Bartolome-Esteban & Schenck, 1994). Segundo Sylvia & Williams
(1992), alguns isolados de FMA sao eficientes em solos distintos, porém a maioria parece
estar adaptada a valores de pH proximos ao do solo de origem. Alteragdes no pH e aluminio
sao fatores de grande importancia para a ecologia e distribuicao dos FMA. Algumas espécies
tém preferéncias ou tolerancia a certas condi¢des, como por exemplo: Glomus diaphanum
Morton & Walker, G. occultum, Entrophospora colombiana Spain & Schenck, Scutellospora
sp., Gigaspora margarita, Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe, que predominam em
condigdes de elevada acidez, enquanto G. mosseae, G. clarum Nicolson & Schenck, G.
fasciculatum Gerdemann & Trappe e G. etunicatum “preferem” solos pouco acidos ou neutros
e A. scrobiculata Trappe, A. morrowiae Spain & Schenck, G. agregatum Schenck & Smith
sdo indiferentes a acidez do solo (Siqueira, 1994). Dados semelhantes foram observados por
Habte (1994): solos alcalinos favoreceram a germinacdo de Glomus mosseae, enquanto
esporos de Scutellospora coralloidea Walker & Sanders e Scutellospora heterogama Walker
& Sanders germinaram melhor em pH 5 e 6, respectivamente.

Alto nivel de fosforo no solo pode influenciar negativamente a efetividade dos FMA
(Vierheilig et al., 2000). Segundo Lambais & Cardoso (1988), o efeito do nivel de fosforo na
simbiose micorrizica estd muito relacionado com as espécies de FMA. Esses autores
verificaram que o nivel de fosforo inibiu a colonizacao radicular, sendo que a colonizagio por
Acaulospora scrobiculata foi menos afetada do que a colonizagido por Gigaspora margarita e
Glomus macrocarpum Tulasne & Tulasne. Sylvia & Schenck (1983) observaram que em
alguns casos a adi¢do de fosforo pode estimular a esporulacio do fungo e que algumas

espécies de FMA estabelecem simbiose em ambiente com alto nivel deste nutriente. Souza et
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al. (2003) verificaram correlacdo positiva entre o nivel de fosforo no solo € o niumero de
propagulos infectivos; o mesmo nao foi verificado em relacdo ao pH. Silva et al. (2001)
verificaram que em areas de caatinga nativa o elevado nivel de P no solo aparentemente inibe
o desenvolvimento de propagulos micorrizicos. Schachtman et al. (1998) mostraram que os
baixos niveis de coloniza¢do em plantas crescendo em solos com alto nivel de fésforo ndo sdo
resultado da regulagao direta da atividade dos fungos pelo fosforo do solo, mas ¢ a planta que
regula a atividade do fungo. Segundo Siqueira et al. (1984), o fato de algumas combinagdes
fungo-hospedeiro, mesmo sob alto nivel de fosforo disponivel, apresentarem taxa de
colonizacgdo alta, indica que o mecanismo de controle pode diferir entre varios hospedeiros e
fungos.

Em areas de caatinga, Silva et al. (2001) observaram menor nimero de esporos devido
aos elevados valores de Cu e Fe e ao pH alcalino desses locais. Alta disponibilidade de
nutriente muitas vezes inibe a simbiose micorrizica (Allen, 1991; Daniels & Graham 1976).
Cloro e sodio podem afetar negativamente a emissao do tubo germinativo em esporos de
FMA (Vallini et al., 1993). A temperatura e a umidade influenciam a fase pré-simbidtica
(Siqueira et al., 1985). Daniels & Trappe (1980) verificaram que a temperatura entre 18-25 °C
¢ ideal para germinacdo de esporos de Glomus versiforme Berch. Solos com elevada umidade
(81%) inibiram a germinacdo de Glomus clarum, G. macrocarpum e G. etunicatum, sendo o
efeito devido a reducdo na aeracdo do solo (Sylvia & Schenck, 1983). Carrenho et al. (2001 b)
notaram que a colonizacdo radicular de amendoim, sorgo e milho foi influenciada pela textura
do solo; a colonizagdo de sorgo foi maior em solo argiloso que em solo arenoso. A
luminosidade também pode afetar o crescimento micelial assimbidtico de FMA; Varela-
Castejon et al. (1998) registraram redugdo na germinagdo de Glomus macrocrapum quando os
esporos foram expostos a luz. Segundo Silva (2006), o tipo de residuo orgéanico aplicado no
solo pode prejudicar a fase assimbidtica de Gigaspora albida Schenck & Smith, ndo sendo
recomendado o uso de esterco bovino ndo maturado, pois reduz a taxa de germinacao € o
crescimento micelial. Ainda segundo esse autor, a presenga de glomalina no meio de
crescimento estimula o crescimento micelial de Gigaspora albida, com beneficio variando em
funcao da dose empregada. O emprego de tampoes organicos interfere na fase pré-simbiotica
de FMA, mas as respostas variam com o tipo de substancia utilizada (Silva et al., dados ndo

publicados).
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Apesar de reconhecidamente importantes na maioria dos ecossistemas terrestres, dados
ecologicos e biologicos basicos sobre os FMA sdao escassos (Fitter, 1990) com poucos
trabalhos sobre a sua ocorréncia em ecossistemas naturais no Brasil. Pesquisas sobre a
ecologia dos FMA precisam ser incentivadas visando melhor conhecimento sobre a
taxonomia, fisiologia e genética desses fungos. Com esses dados seria possivel selecionar

isolados eficientes de FMA para utilizacao em diferentes ecossistemas.

1.5 Importancia dos FMA em solos degradados

A degradagdo do solo ¢ um problema dos tempos modernos, produzindo impactos
econdmicos e ecologicos e devendo ser, portanto, enfrentada com prioridade. A degradagao
tem varias causas e pode ocorrer em escala local, regional, nacional e global, determinando a
perda da biodiversidade, diminuicdo da fertilidade do solo e interferéncia nos recursos
hidricos, além da brusca alteragdo da paisagem (Mendes-Filho, 2004). O Brasil busca
atualmente sua independéncia mineral, embora sem adequado planejamento, o que tem gerado
a utilizacdo desordenada dos recursos naturais e contribuido para uma generalizacio das areas
degradadas em todo o territério nacional, ndo havendo ainda precisa avaliagdo da real
dimensdo do problema (Ferreira, 2000). As atividades mineradoras, buscando a extra¢do dos
recursos minerais, embora importantes do ponto de vista econdmico, trazem sérias
conseqliéncias para o ambiente. Tais areas tornam-se degradadas, perdendo a vegetagdo nativa
e a fauna, além da remocdo ou alteracdo da camada fértil do solo, o que provoca danos aos
mananciais de dgua e causa forte impacto na composi¢do qualitativa e quantitativa da
microbiota edafica (Ribeiro, 2000; Mendes-Filho, 2004).

A atividade mineradora pode levar a geracdo de subprodutos e rejeitos os quais
produzirdo depoésitos improdutivos sobre o solo. Uma vez impactado pela mineracdo, o
ambiente ¢ alterado de tal maneira que ndo mais consegue retornar ao estado original por seus
proprios meios naturais (Pfleger et al., 1994). A mineragdo produz impactos ambientais
significativos em todas as suas fases, desde 0 momento da prospeccdo até o fechamento da
mina. A reabilitacdo de areas degradadas por mineracgao ¢ dificil e vagarosa. Em zonas aridas,
devido as condigdes edafoclimaticas e a competicdo existente por agua e nutrientes, o
crescimento de plantas ¢ lento, sendo necessario bastante tempo para que o ambiente seja

recuperado (Sharma et al., 1997).
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Em areas em que atividade mineradora predomina, o solo apresenta limitagdes ao
estabelecimento e desenvolvimento espontdneos da cobertura vegetal, em fungao,
essencialmente, entre outros fatores, dos baixos teores de matéria organica e de nutrientes
(Mendes-Filho, 2004). Em regides de mineragdo, além da perda da vegetagdo natural,
verifica-se movimentacdo muito intensa do solo no local de abertura da lavra, podendo
apresentar volumes de rejeito capazes de contribuir para a degradacao do ambiente. A perda
de matéria organica ¢ a pior conseqiiéncia deste processo, pois além de prejudicar a estrutura
do solo, torna insuficiente a atividade biologica, a disponibilidade de 4gua e o suprimento de
nutrientes as plantas, como o fosforo (Franco et al., 1995). Ruivo et al. (2001) avaliaram a
reabilitacdo de areas mineradas submetidas a revegetacao e destacaram que, devido aos baixos
teores de carbono, nitrogénio e fosforo encontrados, ha necessidade de maior aporte de
matéria organica e estimulo a atividade bioldgica para que ocorra recuperagdo mais rapida
desses solos alterados. Resultados semelhantes foram obtidos por Ros et al. (2003), estudando
o efeito da aplicagdo de composto organico sobre os atributos quimicos e bioldgicos de solos
de regides semi-aridas degradados.

Jasper & Davy (1993) destacam que o restabelecimento de ecossistemas sO sera
alcangado se todo o processo de ciclagem de nutrientes, incluindo os FMA, for também
restabelecido. Tem sido demonstrado que a presenga de FMA ¢ fundamental para regeneragao
de ecossistemas, pois esses fungos t€m papel significativo no aumento do estabelecimento e
da produtividade de espécies arboreas em regides aridas e semi-aridas, onde a produtividade
da planta ¢ limitada devido a baixa fertilidade do solo e escassez de agua (Rao & Tarafdar,
1998). A associacdo micorrizica € critica para o estabelecimento, desenvolvimento e
manuten¢do dos ecossistemas naturais e para a recuperagdo daqueles severamente perturbados
(Reeves & Redente, 1991), pois a planta associada a FMA estd mais apta a colonizar areas
degradadas, uma vez que apresenta estratégia nutricional superior a da planta ndo colonizada
(Souza & Silva, 1996). A contribuicdo dos FMA deve-se principalmente a melhoria
nutricional da planta hospedeira, em particular os nutrientes de baixa mobilidade na solucao
do solo como P, Zn e Cu, gerando maior tolerdncia a estresses abidticos e favorecendo a
agregacao do solo (Jasper, 1994). Assim, a presenga de FMA facilita a ciclagem de nutrientes,
diminui os efeitos negativos da compactacao do solo (Sylvia & Williams, 1992) e promove a

formacdo e estabilidade de agregados (Rillig, 2004), melhorando o ambiente, a capacidade
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invasora ¢ a formacao de comunidades vegetais em areas degradadas (Janos, 1988). Destaca-
se ainda a tolerancia ao déficit hidrico, geralmente comum nestas condigdes.

Observagdes no padrao de sucessdo de plantas em regides semi-aridas indicam que os
FMA desempenham importante papel ecoldgico na composi¢do e estabilidade das
comunidades de plantas. A inoculagdo desses fungos melhora a produtividade das plantas pelo
aumento da tolerancia a seca (essencialmente em regides aridas) e disponibilidade mineral, os
primeiros fatores limitantes na estabilidade das plantas em solos sob atividade mineradora
(Marx, 2000). Como muitas espécies vegetais dependem dos FMA para completar seu ciclo
de vida, o estabelecimento da associagdo micorrizica ¢ imprescindivel em programas de
manejo em ecossistemas naturais e na restauracdo de ambientes degradados. A importancia da
estabilidade do solo, durante o processo de recuperacao de um sistema degradado, demonstra
a necessidade de implementar estratégias que promovam a formagdo de agregados, como o
uso de FMA. E recomendavel também empregar isolados nativos que possam assegurar o
desempenho da associagdo e com ela o melhor desenvolvimento das espécies vegetais. Isto
implica em conhecimento bésico da riqueza e abundancia de espécies de FMA presentes na
area de interesse e de seus efeitos sobre as plantas hospedeiras (Ramos-Zapata &
Guadarrama, 2004). Ainda ndo existe consenso quanto ao melhor indicador relacionado com a
importancia bioldgica de cada espécie de FMA. Entretanto, o calculo do indice de abundancia
e freqiiéncia (IAF), baseado na presenca de esporos, tem sido usado para estimar a atividade
desses fungos no ambiente natural (Koske et al., 1997). A glomalina também estima a
atividade dos FMA, sendo apontada como biomarcador para biomassa e atividade desses
fungos no solo (Millner & Wright, 2002).

Em areas de mineracdo a populagdo de FMA pode ser reduzida. Gould et al. (1996)
observaram que isto poderia estar relacionado a perturbagdo fisica e armazenamento
inadequado do solo superficial organico, provocando a redugdo dos esporos ¢ rompimento da
rede de hifas no solo. A perturbagdo do solo causada pelas atividades da mineragao separa as
plantas de seus endofitos micorrizicos associados. Quando o solo superficial organico ¢
removido, a populacdo microbiana indigena ¢ alterada. Esta remog¢do pode deixar poucos
propagulos capazes de iniciar a colonizacdo micorrizica nas areas revegetadas, podendo
influenciar a diversidade destes fungos durante o estadio inicial de recuperagdao e impedir o
estabelecimento de espécies vegetais dependentes da micorrizagdo (Loree & Williams, 1987),

alterando a diversidade vegetal. Estudos em regides perturbadas pela extragdo mineral
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mostraram que, em varias dessas areas, os FMA foram reduzidos ou eliminados e que muitas
espécies de plantas eram dependentes dos fungos micorrizicos para o seu estabelecimento e
sobrevivéncia (Allen, 1991). De acordo com Silva et al. (2005), o impacto produzido por uma
mineradora de cobre reduziu a comunidade de FMA, quantitativa e qualitativamente afetada
pela degradacdo do solo. Esses autores verificaram que espécies de Glomus sdo comuns em
regidoes semi-aridas. FMA que mostram tolerancia as modificagdes edaficas causadas pela
minerag¢do tém potencial para utilizagdo em programas de revegetacdo (Stutz et al., 2000).
Marinho et al. (2004) indicaram Glomus macrocarpum para ser testado como inoculante de
espécies arbdreas, uma vez que se estabelece bem em ambientes em recuperagdo e
perturbados.

De acordo com Jasper et al. (1994), nivel adequado de infectividade de FMA no solo,
depois da minerag¢do, ¢ importante para o sucesso do restabelecimento da diversidade na
formacgao de ecossistema auto-sustentavel. Entretanto, também ¢é essencial saber quais fungos
estdo envolvidos na formacao da micorriza para que sua contribuicdo individual possa ser
avaliada (Merryweather & Fitter, 1998). E necessario atentar para o fato de que alteracdes na
vegetacdo decorrentes das atividades que degradam o ambiente podem provocar modificagdes
na infectividade dos FMA, especialmente daqueles que predominantemente colonizam novas
raizes a partir de fragmentos de hifas vegetativas em vez de esporos. Entretanto, ainda ¢
obscura a questdo da heterogeneidade espacial da infectividade dos FMA ao longo da
sucessdo vegetal em um ecossistema (Boerner et al., 1996). A composicio de FMA ¢ a
forma¢ao de micorrizas em areas degradadas por mineragdo tém mostrado variagdes quando
ocorre sucessao vegetal (Pfleger et al., 1994; Gould & Hendrix, 1998).

O uso de mudas inoculadas com FMA em viveiros ¢ o principal método de introducdo
destes fungos em solos minerados. Este método parece ser mais efetivo se as mudas forem
inoculadas com FMA adaptados as condi¢des edafoclimaticas nas quais serdo introduzidos,
por terem um efeito positivo na sobrevivéncia e crescimento das plantas nas areas em
recuperacdo (Pfleger et al., 1994). Ainda segundo esses autores, a resposta das plantas aos
FMA, quando crescem em solos remanescentes de mineragdo, tem sido satisfatoria mesmo em
casos onde indculos de FMA foram adicionados juntamente com o solo superficial organico
como tratamento. Em areas de mineracao de bauxita, Melloni et al. (2003) concluiram que as
espécies introduzidas na revegetacdo sdo fatores determinantes na recuperacdo da

funcionalidade desses fungos no solo. De acordo com Martins et al. (1999), em dareas
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degradadas a populacdo de FMA apresenta variagao sazonal, e os FMA nativos contribuem
significativamente para o estabelecimento da graminea nativa Aristida setifolia em solos de
cerrado natural e de areas degradadas. A introducdo de FMA pode ser benéfica se fungos
indigenas estiverem ausentes ou se ndo forem eficientes, ou ainda se o fosforo disponivel
estiver em baixa concentragdo ¢ as plantas usadas na revegetagao responderem positivamente
aos FMA (Reeves & Redente, 1991). Ainda segundo esses autores, a perturbagdo de solos em
escala mundial estd se tornando mais intensa e impactos estdo sendo observados em escala
global. Para que o manejo de FMA em solos minerados se torne possivel, ¢ necessario
conhecer o grau de perturbagdo, entender os padrdes e processos envolvidos no
estabelecimento, manutencdo ¢ mudancas nas populacdes desses fungos no solo, que
influenciam o estabelecimento das plantas e a sua sucessdo (Abbott & Gazeij, 1994).

Os resultados de estudos comparativos quanto a tolerancia de FMA nativos ou ndo, a
areas degradadas, sdo ainda discutidos. Alguns autores relatam a baixa eficiéncia de isolados
nativos ao ambiente impactado. Segundo Enkhtuya et al. (2000), isolados de FMA originados
de areas degradadas ou de ambientes impactados artificialmente, quando em simbiose com
milho crescido em solo degradado, ndo mostraram melhor eficiéncia do que os isolados de
origem ndo perturbada. Por outro lado, ha necessidade de maiores informacdes sobre o estado
de dependéncia de FMA das plantas nativas usadas na revegetagdo, pois sabe-se que a planta
associada ao FMA esta mais apta a colonizar areas degradadas (Souza & Silva, 1996). Uma
vez que estas informagdes estejam disponiveis, o desafio é encontrar as melhores
combinagdes de plantas e fungos para formar associagdes micorrizicas em diversas condigdes

edafoclimaticas.

1.6 Método quantitativo para contagem de microrganismos

Infectividade micorrizica de um solo ¢ a habilidade do FMA em colonizar raizes de
plantas hospedeiras e esta relacionada ao nimero de propagulos de FMA viaveis (Plenchette
et al., 1989). Segundo Brundrett & Abbott (1994), o potencial de infectividade dos FMA ¢
definido como a capacidade de seus propagulos em colonizar as raizes de plantas, sendo
mensurado pela taxa de colonizacdo nas raizes dos hospedeiros. Alguns fatores, entre os quais
o grau de dependéncia micorrizica das plantas, a densidade de propagulos e as condi¢des
ambientais podem interferir no estabelecimento e eficiéncia da simbiose (Siqueira &

Klauberg-Filho, 2000). No solo existem trés tipos de propagulos de FMA: esporos de
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resisténcia, fragmentos de raiz micorrizada e hifas do fungo, que apesar de diferirem quanto a
capacidade de sobrevivéncia e potencial infectivo, sao formas de indculo capazes de originar
a simbiose (Silveira, 1992). Os esporos sdo considerados como estruturas estratégicas de
sobrevivéncia para suportar periodos adversos (Hetrick, 1985). Conseqiientemente, o
potencial de indculo de um solo, ou a capacidade dos propagulos fungicos de um solo
infectarem raizes de plantas, pode estar relacionado ao niimero de esporos presentes (Collozi-
Filho & Balota, 1994). Portanto, apesar do nimero de esporos no solo ndo fornecer o valor
real de sua infectividade, pode dar uma indica¢do do nivel populacional dos FMA (Dodd et
al., 1983).

Para a quantificagdo do numero de propagulos infectivos de FMA no solo ¢
freqlientemente utilizado o método do Numero Mais Provavel (NMP), que estima as
populacdes desses fungos por unidade de volume ou peso de solo, detectando a presenga de
propagulos viaveis. O NMP determina a infectividade de diferentes dilui¢des de um inéculo e
calcula o nimero de propagulos na amostra original por meios matematicos (Feldmann &
Idczak, 1992; INVAM, 2001). Porém a determinacdo do NMP de propagulos infectivos com
base apenas na colonizagdo das raizes do hospedeiro pode falhar na detec¢do de esporos
dormentes (An et al., 1990). Em solos tropicais de floresta imida, Louis & Lim (1987)
observaram que quando o nimero de esporos era alto, a percentagem de colonizagdo era
baixa, e quando o niimero de esporos era baixo a colonizacdo era alta. Os autores sugeriram
que a colonizacdo pode ser influenciada pela interacdo entre o estado nutricional dos solos
tropicais, a planta hospedeira e o ciclo de vida dos FMA. Parece ndo haver correlagao positiva
entre o numero de esporos € a colonizagao radicular, e isso deve ser considerado durante a
utilizacdo de métodos onde a colonizacdo ¢ usada para determinar o potencial de infectividade
do solo (Silva, 2000). Allen et al. (1998) verificaram em 12 espécies de plantas um alto
percentual de colonizagdo radicular tanto na estagdo seca quanto na chuvosa. No entanto,
durante a estagdo seca houve diminui¢do do nimero de esporos € na estagao chuvosa esse
nimero aumentou, comprovando a ocorréncia de variacdo sazonal na dindmica micorrizica.
Silva et al. (2001) observaram que o numero de esporos e de propagulos infectivos no solo foi
baixo em areas de caatinga nativa e impactada por mineragdo, e nao verificaram diferengas
significativas no numero de esporos entre os periodos seco e chuvoso. Fischer et al. (1994)
obtiveram, em solo de pasto, cerca de 63 propagulos/100g de solo, enquanto em solo

desprovido de vegetacdo o NMP de propagulos infectivos foi de apenas 10 propagulos/100g
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de solo, confirmando que a presenca de FMA no solo estd relacionada com a cobertura
vegetal.

Andlises microbioldgicas constituem ferramentas importantes no monitoramento da
polui¢do do solo. No entanto, tais medidas, quando sdo utilizadas individualmente, ndo
oferecem informacgdes suficientes. Combinando-se atividade microbiologica e estimativa de
numeros de microrganismos, obtém-se indicadores mais sensiveis da poluicdo do solo. Com
esta abordagem, ¢ possivel avaliar a alteracdo do solo sem a necessidade de recorrer a longos
e dispendiosos experimentos de campo (Brookes, 1995). A contagem de bactérias e fungos ¢
uma destas medidas e pode ser obtida diretamente por microscopia ou estimada por métodos
indiretos. Neste ultimo caso, € necessario que os propagulos existentes na amostra sejam
capazes de formar colonias. Em todos os procedimentos de isolamento, os microrganismos
sao coletados em condigdes naturais € colocados em condigdes artificiais (Jahnel et al., 1999).

O plaqueamento de dilui¢des de solo (por exemplo, sobre agar-nutriente) pode ser
usado para a enumeragdo de bactérias e fungos. Para este ultimo, o uso deste método reflete o
nimero de fragmentos fingicos ou “unidades de propagulos”, que incluem esporos
individuais e fragmentos de micélio, ou seja, ¢ um método que estima o nimero total de
propagulos fingicos no solo (Wardle, 1994). De maneira geral, os processos de contagem
indireta proporcionam condi¢des de crescimento para bactérias zimdgenas, ou seja, bactérias
que apresentam metabolismo rapido quando na presenga de matéria organica facilmente
decomponivel. Entretanto, pequenas alteragdes nas condic¢des fisico-quimicas do solo afetam
imediatamente os microrganismos zimogenos (Schinner et al., 1993 apud Jahnel et al., 1999).
A contagem de unidades formadoras de colonias ¢ feita a partir de uma suspensao de solo por
meio de diluicdes em série, e cada dilui¢do € transferida para o meio de cultura. No método do
nimero mais provavel (NMP), o crescimento em placas com meio de cultura mostra que pelo
menos um propagulo com condi¢des de crescimento foi transferido. Apesar de seletivo, o
método de estimativa de unidades formadoras de colonias pelo nimero mais provavel tem
sido um instrumento bastante 1til no estudo de microrganismos do solo (Jahnel et al., 1999).
Ainda segundo esses autores, 0o NMP de fungos e bactérias do solo foi realizado pelo método
de plaqueamento por gotas e comparado com o procedimento convencional de contagem de
microrganismos do solo em amostras de solo de diferentes texturas. Os autores observaram

que o método de quantificagdo de bactérias e fungos em amostras de solo por plaqueamento



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 40

de gotas proporcionou a obtencdo de resultados semelhantes aqueles obtidos pelo

procedimento tradicional, porém, com a vantagem de economia de reagentes e trabalho.

1.7 Glomalina: a glicoproteina dos FMA

Aspecto importante a considerar sobre os beneficios da atividade dos FMA ¢ o fato
deles produzirem uma glicoproteina denominada glomalina, a qual esta relacionada a
agregacao de particulas e ao conseqiiente estoque de carbono no solo. A glomalina ¢ capaz de
absorver 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 espagos sob a
superficie que permitem a penetracdo de agua, oxigénio e raizes (Rillig et al., 2002; Rillig,
2004). Rillig et al. (2003) sugerem que a quantificacdo da glomalina no solo pode constituir
importante indicador de mudancas causadas pelo uso da terra e por isso poderia se tornar bom
indicador da reabilitagdo. Esta estabilidade no solo permite, através de uma tnica
amostragem, estabelecer com razoavel seguranga o teor de glomalina no solo (Lutgen et al.,
2003). Segundo Rillig et al. (2003), outro aspecto interessante relacionado ao teor de
glomalina no solo ¢ que sua quantificagdo experimental tem demonstrado variacdes em
termos de concentracdo em resposta a perturbagdes no ecossistema. A presenca da glomalina
¢ um dos principais quesitos, além da agua, que diferenciam um terreno fértil de um solo
arenoso. Quanto mais a terra sauddvel ¢ perturbada pelo cultivo mecanico, mais se quebra a
glomalina, e o carbono antes absorvido volta a atmosfera na forma de diéxido de carbono

(http://www.ibps.com.br/index.asp?idnoticia=1484).

As hifas externas, esporos e raizes colonizadas sdo responsaveis pela sintese da
glomalina. Este glicoconjugado estd positivamente relacionado com a producdo de micélio
extraradicular (Wright et al. 1996; Treseder et al., 2004). A glomalina ¢ uma glicoproteina
insoluvel, hidrofébica, que apresenta elevada quantidade de ferro (0,8-8%) na sua estrutura
quimica (Wright & Upadhyaya, 1996/1998; Rillig, 2005), sendo considerada o maior
componente da fase organica do solo (27%) (Wright & Nichols, 2002). Produto da atividade
dos FMA, representa 8% da massa seca das hifas (Gonzdlez-Chavez et al., 2004). A
glomalina constitui de 4-5% do carbono organico do solo e estima-se que possa permanecer
no solo por 6 a 42 anos (Rillig et al., 2001 a,b).

A glomalina é quantificada por métodos bioquimicos de dosagem de proteinas

(método Bradford, 1976), ou por técnicas imunoldgicas como ELISA, sendo neste caso
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necessaria a utilizagdo do anticorpo monoclonal MAb32B11 (Wright et al., 1996). H4 duas
fracdes de glomalina: a) facilmente extraivel (GFE): extraida em solu¢ao de citrato de sddio
(20 mM; pH 7,0) apdés um ciclo em autoclave (121 °C) por 30 minutos; b) glomalina total
(GT), extraida em solugdo citrato de sodio alcalino (50 mM; pH 8,0), este processo pode ser
repetido por varios ciclos em autoclave (Wright & Upadhyaya 1996/1998). Segundo Bird et
al. (2002) valores de glomalina total nio excederam 0,6 mg g™ solo em regides semi-aridas. A
produgdo de glomalina total pode chegar a 3,65 mg g solo em éreas revegetadas com plantas
micorrizadas (Caravaca et al., 2005). Em areas agricolas, Rillig et al. (2003) verificaram que
os valores de glomalina facilmente extraivel e total estdo em torno de 0,5 ¢ 3 mg g solo e,
em solos de floresta, Rillig et al (2001 b) extrairam >60 mg glomalina g' solo.

Trabalhos tém registrado correlagdes positivas entre a emissao de CO; e o teor de
carbono organico do solo com a concentracao de glomalina (Wright & Upadhyaya 1996; Bird
et al., 2002; Rillig et al., 2003). Nao foi observada relacao entre a producao de glomalina e os
teores de Ca Mg, P e K e o pH foi correlacionado negativamente com as fragdes facilmente
extraivel e total (GFE e GT). Altas concentragdes desses nutrientes também inibiram a
produgdo da fracdo facilmente extraivel (GFE) (Rillig et al., 2003; Lovelock et al., 2004). A
glomalina pode servir como fonte de nutrientes no solo (Harner et al., 2005); sua producao ¢
dependente da espécie de FMA (Wright et al. 1996; Rillig et al., 2005) e a presenca e o tipo
de vegetal afetam a producdo desta proteina (Wright & Anderson, 2000; Bird et al., 2002;
Rillig et al., 2002). A sazonalidade teve pouca influéncia na concentragdo de glomalina no
solo (Lutgen et al., 2003).

O uso de FMA com maior potencial para producdo desta proteina no solo ¢ indicado
por melhorar as condigdes edaficas e o crescimento do hospedeiro (Piotrowski et al., 2004;
Rillig, 2004). Por outro lado, ndo se conhece o efeito do impacto da atividade gesseira sobre a

producao desse glicoconjugado protéico em solos semi-aridos.

1.8 Atividade microbiana do solo

Os microrganismos representam a forma de vida mais abundante e diversificada no
planeta (Whitman et al., 1998). Segundo Lynch & Bragg (1985), a organizacdo e
funcionamento dessas comunidades ¢ que governam as transformacdes bioquimicas que
ocorrem no solo, sendo a microbiota do solo responsavel ndo somente pela formacdo de

himus e ciclagem de nutrientes, mas pela definicdo da estrutura fisica e de muitas outras
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fungdes, a vida do solo e os seus processos vitais sdo expressos e regulados por essa
microbiota. A regulacdo sobre a decomposicao de residuos organicos, ciclagem de nutrientes,
degradacdo de poluentes quimicos e a sua forte influéncia sobre a estrutura do solo, faz com
que 0s microrganismos € os processos aos quais estdo ligados sejam naturalmente escolhidos
como indicadores da satde ou qualidade do solo (Kennedy, 1998). Segundo Van Bruggen &
Semenov (2000), a qualidade estd relacionada com as propriedades fisicas, quimicas e
bioldgicas, enquanto a saude do solo ¢ determinada pelas caracteristicas ecologicas. Portanto,
solo saudavel pode ser definido como uma continua capacidade do solo em funcionar como
um sistema vivo, dentro do ecossistema ¢ do uso da terra, sustentando a produtividade
biologica, promovendo a qualidade do ar e da agua e mantendo plantas, animais e seres
humanos saudaveis (Doran & Safley, 1997).

Praticas e manejos inadequados tém levado os solos do mundo todo a degradacao e
conseqiientemente a perda de qualidade. Portanto, a perda da qualidade do solo, além de um
componente a ele inerente, determinado por suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas,
dentro das restricdes impostas pelo clima e o ecossistema, inclui um componente determinado
pelas decisdes de uso da terra (tipo de exploragdo) e praticas de manejo (modo de exploragdo)
(Doran & Zeiss, 2000). A diversidade microbiana tem sido relacionada com a qualidade do
solo, havendo a necessidade de maior investigacdo das interagcdes e atividades metabolicas
dos microrganismos nos processos ecoldgicos do solo (Taylor et al., 2002). Métodos para
estimar a atividade microbiana em solos da regido semi-arida s3o fundamentais no
monitoramento ambiental e recuperagdo de areas degradadas (Pereira et al., 2004). Estudos
sobre o impacto de alteragdes ambientais nas populagdes microbianas e suas atividades t€ém
sido referidos utilizando pardmetros como: nimero total de microrganismos do solo (bactérias
e fungos), estimativa do carbono da biomassa microbiana e do quociente metabdlico (qCO,),
hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA) e taxa respiratoria total do solo, entre outros
(Alexander, 1977; Garcia et al., 1994; Sarig & Steinberg, 1994).

Parametros microbiologicos e bioquimicos podem indicar alteragcdes na qualidade do
solo e sdo recomendados por serem sensiveis a variagdes na fertilidade e na qualidade edafica
(Pinzari et al., 1999). Os microrganismos estdo diretamente envolvidos nos ciclos dos
nutrientes no solo e aliada a quantificacdo de bactérias e fungos totais, a avaliacdo de
determinados grupos microbianos dé indicacdo de como o0s processos bioquimicos estdo

ocorrendo. Segundo Brookes (1995), a contagem de microrganismos no solo, apesar de ser
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vista com ressalvas, ajuda a entender os processos que nele ocorrem e pode servir como
indicador do impacto de diferentes atividades antropicas. As bactérias e os fungos sdo
responsaveis por cerca de 90% da atividade da biomassa microbiana (Siqueira, 1994). As
bactérias do solo apresentam maior abundancia e diversidade entre as espécies, encontradas
no solo, com cerca de 10° a 10’ organismos por grama de solo. Os fungos, principais
contribuintes em peso para a biomassa microbiana do solo, sdo encontrados com comunidades
variando de 10* a 10° organismos por grama de solo ¢ podem ser responsabilizados por
aproximadamente 70% da matéria seca (Brandao, 1992).

A biomassa microbiana ¢ a parte viva da matéria organica do solo e funcionalmente
atua como agente de transformac¢do da matéria organica no ciclo de nutrientes e no fluxo de
energia, representando importante compartimento de carbono e nutrientes no solo (Wardle,
1992). O reconhecimento da importancia dos microorganismos do solo tem levado a um
aumento no interesse em se medir os nutrientes contidos em suas biomassas, cuja estimativa
fornece dados uteis sobre mudangas nas propriedades bioldgicas do solo decorrentes do seu
uso. O teor de carbono e a biomassa microbiana sao influenciados pelo tipo de uso da terra,
sendo importantes indicadores da alteracdo imposta pelo cultivo do solo (Cattelan & Vidor,
1990 a).

Geralmente observa-se maior sensibilidade da biomassa microbiana a mudangas
iniciais do conteudo de carbono, sendo a relagdo C microbiano/C organico um indice
indicativo das alteragdes em ecossistemas com interferéncia antropica (Insan & Domsch,
1988). A biomassa microbiana ¢ influenciada pelo teor de argila dos solos. A argila aumenta a
adsor¢do de compostos organicos e nutrientes, proporciona maior capacidade tampao e
protege os microrganismos contra predadores. Solos com altos teores de argila apresentam
maior imobilizacdo de C e N pela biomassa microbiana (Carvalho, 2005).

A avaliacdo da biomassa ¢ util para prover informagdes rapidas sobre mudangas nas
propriedades organicas do solo, detectar mudangas causadas por cultivos ou devastacao de
florestas, ou determinar a regeneracdo de solos apds a remoc¢do da camada superficial e
avaliar os efeitos da poluicdo com metais pesados e pesticidas (Powlson et al., 1987; Grisi,
1995). Segundo Pereira et al. (2004), a biomassa microbiana, a hidrolise do diacetato de
fluoresceina e a fosfatase alcalina podem ser usadas como caracteristicas indicativas de
alteracoes na atividade microbiana em solos do semi-arido. Métodos de estudo da biomassa

microbiana do solo apresentam vantagens e desvantagens e em muitos casos “a precisdo ndo ¢
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necessaria quando o carbono microbiano esta sendo usado para revelar as diferengas relativas
entre solos, o efeito de praticas agricolas e as flutuagcdes entre os periodos climaticos”
(Sparling et al., 1990). Nem sempre ha correlagdo entre biomassa e atividade microbiana e
entre biomassa e comunidade microbiana. No entanto, resultados obtidos por Cattelan &
Vidor (1990 b) em solos degradados mostraram correlagdes significativas entre biomassa e
atividade microbiana e entre biomassa e populagdes de fungos e bactérias cultivaveis. Silveira
et al. (2006) verificaram que atividades antropicas exercidas em area localizada em Itajuba-
MG tiveram forte impacto negativo na microbiota do solo, reduzindo o niimero de bactérias,
fungos, atividade e biomassa microbiana.

A respiragdo microbiana apresenta grande potencial de utilizagdo como indicador da
qualidade dos solos em areas degradadas, relacionando-se com a perda de carbono organico
do sistema solo-planta para a atmosfera, reciclagem de nutrientes, resposta a diferentes
estratégias de manejo do solo (Parkin et al., 1996). A respiracao basal é definida como a
respiracdo sem adigdo de CO, ou consumo de O, e traduz a capacidade metabodlica da
microbiota edafica em degradar compostos organicos em condig¢des aerobias (Van Cleve et
al.,, 1979). A produg¢do de CO, ¢ parte final do metabolismo oxidativo de organismos
heterotréficos (Hernandez & Garcia, 2003). A respiragdo ¢ o parametro mais antigo utilizado
na quantificacdo da atividade metabolica nos solos (Nsabimana et al., 2004). Assim como
outras atividades metabolicas, a respiracdo ¢ dependente do estado fisiologico da célula,
sendo influenciada por diversos fatores no solo, tais como umidade, temperatura, estrutura do
solo e disponibilidade de nutrientes (Carvalho, 2005). Em solos com elevados teores de
carbonato pode haver liberagao abiotica do CO, (Hernandez & Garcia, 2003). O CO, pode ser
quantificado por varios métodos, mas freqiientemente se utiliza solugdo basica (KOH ou
NaOH) para adsor¢do do CO, que ¢ titulada com HCI (Grisi, 1978). A interpretacdo dos
resultados da atividade biologica deve ser feita com critério, uma vez que elevados valores de
respiragdo nem sempre indicam condi¢des desejaveis: uma alta taxa de respiracdo pode
significar, a curto prazo, liberagdo de nutrientes para as plantas e, a longo prazo, perda de
carbono organico do solo para a atmosfera (Parkin et al. 1996; Vasconcelos et al., 1998).

Anderson & Domsch (1993) propuseram a determinagdo do quociente metabolico
(qCO»), que tem por defini¢cdo a relacao entre a quantidades de CO, produzida por unidade de
C da biomassa microbiana e por unidade de tempo, como componente relevante na avaliagdo

dos efeitos ambientais e antropogénicos sobre a atividade microbiana do solo. O qCO,,
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também denominado de respiragdo especifica ¢ maior em comunidades ecologicamente
imaturas ou em comunidades que estejam sob alguma situagdo de estresse, onde os
microrganismos precisam gastar grande quantidade de energia. O quociente metabdlico deve
ser interpretado com cuidado, uma vez que baixa taxa de respiracdo especifica pode indicar
que parte da microbiota ¢ pouco ativa devido a deficiéncia do substrato, ou devido a prote¢ao
fisica em agregados (Sparlin, 1997).

As enzimas estdo associadas a vida das células metabolicamente ativas. Portanto, as
fontes de enzimas para o solo sdo os microrganismos, os vegetais e a fauna. Os
microrganismos produzem enzimas extracelulares para a quebra de moléculas de elevado peso
molecular, que posteriormente podem ficar na solu¢do do solo. As enzimas também podem
ser liberadas pela morte e lise celular dos microrganismos ou ainda por modificagdo da
permeabilidade celular (Burns, 1986). A hidrolise da FDA ¢ usada como indicador geral da
atividade hidrolitica, incluindo proteases, lipases e esterases que também sdo capazes de
clivar compostos fluorogénicos (Taylor et al., 2002), sendo essa reacao catalisada por enzimas
produzidas pelos microrganismos, algas, protozodrios, residuos de tecidos animais ou por
enzimas extracelulares, (Battin, 1997; Monteiro, 2000), por isso fornece medida da atividade
enzimatica geral do solo (Bandick & Dick, 1999). Substincias fluorogénicas sao
enzimaticamente transformadas em produtos fluorescentes, indicativos do estadio metabolico
celular (Lundgren, 1981).

A acdo catalitica pode ser considerada uma medida da atividade microbiana total,
embora as enzimas envolvidas nesta reagdo apresentem atividade externa a célula, podendo se
encontrar complexadas com os coloides do solo (Swisher & Carrol, 1980). Em particular, a
atividade enzimatica no solo proporciona catalise de inumeras reagdes necessarias ao ciclo de
vida dos microrganismos, na decomposicdo de residuos organicos durante o ciclo de
nutrientes ¢ na formagdo da matéria orgadnica e estrutura do solo (Burns, 1978), onde a
presenca da cobertura vegetal ¢ um importante fator na qualidade do solo, pelo fornecimento
de fontes de energia necessaria a manutencao da populacdo microbiana no solo (Pascual et al.,
2000).

Os ésteres de fluoresceina sdo compostos apolares e podem ser transportados através
das membranas para o interior de células vivas; por outro lado, os produtos florescentes sao
polares e permanecem dentro das células, podendo ser medidos por espectrofotometria

(Monteiro, 2000). O uso da hidrolise de diacetato de fluoresceina (FDA) ¢ uma alternativa
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para se avaliar o impacto de praticas agricolas na atividade enzimatica geral (Aon et al., 2001;
Taylor et al., 2002). O diacetato de fluoresceina (3°— 6’ diacetil-fluoresceina), conjugado por
dois radicais de acetato, ¢ um composto incolor e quando hidrolisado pelas enzimas, libera a
fluoresceina, que absorve luz fortemente em 490 nm. A hidrélise de FDA tem sido utilizada
como medida da atividade microbiana no solo, por ser um método simples, rapido e seguro.
Segundo Taylor et al. (2002), a atividade de hidrélise de FDA foi positivamente
correlacionada com a abundancia de bactérias, teores de matéria organica, biomassa
microbiana, tanto em solos arenosos quanto argilosos. Correlagdes positivas entre atividade de
hidrolise do FDA e emissao de CO, foram também referidas (Araujo et al., 2003; Nsabimana
et al., 2004). Pereira et al. (2004) verificaram maior atividade de hidrdlise de FDA em solos
cultivados com Atriplex nammularia durante o periodo seco, referindo que a hidrélise de FDA
ndo pode ser considerada um pardmetro especifico da atividade enzimatica de bactérias e
fungos no solo, pois essa reacdo também pode ser catalisada por outros organismos como
algas e protozoarios.

Os microrganismos estdo presentes tanto no solo como na rizosfera, onde realizam
atividades metabolicas relevantes para o crescimento das plantas. Estudo sobre a biota do solo
como indicadoras de bioatividade e das interferéncias no ambiente sdo importantes no cendrio

ecologico e precisam ser incentivados.
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Resumo Este trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia do impacto ambiental
produzido por mineracdo de gesso sobre a ocorréncia e diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), para melhor conhecimento dos aspectos ecoldgicos incluindo solo,
comunidade vegetal e época de coleta. Foram realizadas coletas de solo no periodo chuvoso
(dezembro/2003) e seco (setembro/2004), em quatro areas de mineracdo de gesso no semi-
arido, em Araripina, Pernambuco: (AN) caatinga nativa preservada; (AM) arredores da mina;
(AR) rejeito e (Al) interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela
mineragdo. Foram identificadas 27 espécies de plantas no periodo chuvoso e 29 no seco.
Esporos de FMA foram extraidos do solo por peneiramento imido e centrifugagdo, sendo
identificados 29 e 28 taxons de FMA, respectivamente, no periodo chuvoso e seco. Menor
dominancia de espécies de FMA ocorreu na area preservada. A mineragdo de gesso causou
danos ao local, diminuindo a diversidade de FMA e de plantas nas trés areas afetadas, em
relacdo a caatinga nativa preservada. Baixos indices de similaridade vegetal ¢ de FMA foram
verificados entre a area nativa e as afetadas pela mineragdo. A maioria das espécies de FMA
ndo apresenta o mesmo padrdo de esporulagdo nos periodos chuvoso e seco. Glomus
intraradices e Paraglomus occultum sao os fungos mais comumente encontrados, tolerando
bem as condi¢des edaficas nas areas impactadas, podendo assim ser testados em programas de

revegetacdo em areas afetadas pela mineragao de gesso.

Palavras-chave: Areas degradadas, taxonomia, mineracao de gesso, micorrizas.
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Introducéo

O Brasil busca atualmente sua independéncia na extragdo mineral, embora sem adequado
planejamento. Utilizando desordenadamente os recursos naturais, contribui para generalizacao
das areas degradadas em todo o territério nacional (Ferreira, 2000). A degradagdo determina a
perda da biodiversidade, diminui¢do da fertilidade do solo e interfere nos recursos hidricos,
além de causar brusca alteragdo da paisagem (Mendes-Filho, 2004).

Embora importantes do ponto de vista econdmico, as atividades mineradoras trazem
sérias conseqiiéncias para o ambiente (Siqueira & Soares, 2005), com efeitos negativos sobre
processos e organismos do solo, inclusive sobre os fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
importantes constituintes da microbiota do solo (Melloni et al. 2003). A contribui¢do dos
FMA deve-se principalmente a melhoria nutricional da planta hospedeira, em particular por
disponibilizar nutrientes de baixa mobilidade no solo como P, Zn e Cu, aumentando a
tolerancia a estresses biodticos e abiodticos e a agregacao do solo (Jasper, 1994). A presenca de
FMA ¢ fundamental para regeneracdo de ecossistemas naturais aridos, pois esses fungos tém
papel significante no estabelecimento e aumento da produtividade de espécies arboreas em
regides aridas e semi-aridas, onde a produtividade da planta é limitada pela baixa fertilidade
do solo (Rao & Tarafdar, 1998).

Em areas degradadas ha necessidade de estratégias que promovam a melhoria da
formagao de agregados do solo, como o uso de FMA. Nesse contexto, ¢ recomendavel a
utilizagdo de isolados nativos que assegurem o desempenho da associagdo € promovam
melhor desenvolvimento dos seus hospedeiros vegetais. Isto implica no conhecimento basico
da riqueza e abundancia de espécies de FMA na éarea de interesse e de seus efeitos sobre as
plantas hospedeiras (Ramos-Zapata & Guadarrama, 2004). Nao existe consenso quanto ao

melhor indicador relacionado com a importancia bioldgica de cada espécie de FMA. Porém, o



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 71

calculo do indice de abundancia e freqiiéncia (IAF), baseado na presenca de esporos, tem sido
usado para estimar a atividade destes fungos no ambiente natural (Koske et al. 1997).

Ha cerca de 80 espécies de FMA registradas no Brasil, das quais pelo menos 40 foram
citadas no Nordeste (Yano-Melo et al. 2003 b). Trabalhos sobre a ocorréncia de FMA em
Pernambuco foram iniciados por Maia & Trufem (1990), em ecossistemas agricolas. A partir
de entdo, outros trabalhos em areas cultivadas (Farias, 1994; Souza, 1994; Weber & Oliveira,
1994; Yano-Melo et al. 1997a; Gugel, 2004; Weber et al. 2004), impactadas (Yano-Melo et
al. 2003a; Mergulhdo et al. 2004; Silva et al. 2005), nativas de caatinga (Yano-Melo et al.
1997b; Souza et al. 2003) e em Mata Atlantica (Melo, 2004; Goto & Maia, 2005) foram
realizados, aumentando assim o conhecimento sobre a diversidade de FMA na regido (Maia et
al. 2002). A caatinga ¢ hoje um bioma considerado com grande perda de habitat sendo um dos
menos protegidos e mais vulneraveis (Albuquerque et al. 2002; Sampaio & Araujo, 2005).
Entretanto, estudos em areas do semi-arido sdo necessarios para melhor conhecimento das
espécies locais. Por outro lado, trabalhos sobre a ocorréncia de FMA em ecossistemas
impactados no Brasil sdo escassos (Carrenho et al. 2001; Melloni et al. 2003; Yano-Melo et
al. 2003a; Caproni et al. 2003/2005; Marinho et al. 2004; Silva et al. 2005), ndo existindo
relatos sobre espécies ocorrentes em areas de mineracdo de gesso. Pesquisas nessas areas sao
importantes para fornecer informacdes sobre espécies de FMA tolerantes a essa condi¢do de
estresse, as quais poderdo ser Uteis em programas de revegetagao.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do impacto ambiental produzido
pela mineragdo de gesso sobre a ocorréncia e diversidade de FMA em areas de caatinga, no

semi-arido de Pernambuco.
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Material e métodos

Areas de estudo

Foram selecionadas areas de caatinga nativa e impactada por mineracdo de gipsita no
Municipio de Araripina, PE (7° 29’ 00” S, 40° 36 00” W). A regido apresenta clima Semi-
arido mesotérmico, a vegetacdo predominante é caatinga hiperxero6fila sobre Latossolo
vermelho amarelo distrofico (Cavalcanti & Lopes, 1994).

Foram realizadas coletas de solo em quatro areas da mineradora: (a) caatinga nativa
preservada (AN): controle; (b) arredores da mina (AM); (c) rejeito (AR); (d) interface entre o
deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragdo (Al) (Figura 1), em dois
periodos de amostragem: chuvoso (Dez/2003) com temperatura mensal entre 34,0 °C (M4x.) e
17,6 °C (Min.), umidade relativa de 22,2% (Min.) e precipitacdo de 28,7 mm (Média); e seco
(Set/2004) com temperatura mensal entre 33,2 °C (Max.) e 17,3 °C (Min.), umidade relativa
de 22,4% (Min.) e precipitagdo de 1,3 mm (Média) (Fonte: IPA/Araripina-PE). Em cada area
foram coletadas dez amostras de solo (5-20 cm de profundidade) preferencialmente na
rizosfera de plantas, sendo os pontos definidos aleatoriamente. Em cada ponto de coleta de
solo foi considerado um raio de 2 m, onde foram coletadas as espécies vegetais ocorrentes.
Parte do solo foi encaminhada para andlises fisicas, quimicas e de fertilidade do solo na
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA) (Tabela 1). O restante do solo foi
usado para as demais andlises. As espécies vegetais foram identificadas no Laboratorio de

Botanica do IPA.

Extracao de esporos
Esporos de FMA foram extraidos do solo por peneiramento imido (Gerdemann & Nicolson,
1963) e centrifugacdo em agua e sacarose a 50% (Jenkins, 1964), montados em laminas com

PVLG ou reagente de Melzer + PVLG (1:1) e observados ao microscopio. Para identificagdo



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 73

taxondmica foram consultados Schenck & Pérez (1990) e a home page

http://invam.caf.wvu.edu.

Culturas armadilha

Foram preparadas culturas armadilha para FMA com o solo coletado, diluido em areia (2:1)
em copos plasticos com capacidade para 500 mL, tendo como plantas hospedeiras no mesmo
pote o amendoim (Arachis hypogaea L.) e o sorgo granifero (Sorghum bicolor (L.) Moench)
cultivar IPA-7301011. Foram mantidos trés ciclos (de 3 meses) das culturas em casa de

vegetacdo, sendo as plantas regadas em dias alternados.

Densidade Relativa (DR;), Freqiiéncia Relativa (FR;) e Frequéncia de Ocorréncia (F;)

Foi estimada a DR; de cada espécie de FMA em cada época e no periodo total de amostragem,
considerando o niimero de esporos de uma dada espécie em propor¢do ao nimero de esporos
de todas as espécies naquele periodo, seguindo a equacdo: DR; = ny/) n onde DR; = densidade
relativa das espécies i, n; = niimero total de esporos da espécie i, em 50g de solo, > n = soma
do nimero dos esporos de todas as espécies em 50g de solo. A FR; de cada espécie de FMA
foi estimada para o periodo inteiro de amostragens, como a propor¢do da soma das
freqiiéncias para todas as espécies, representada pela equagdo a seguir: FR; = /) f onde FR;=
freqliéncia de ocorréncia relativa de uma dada espécie 1, f; = freqiiéncia de ocorréncia de uma
dada espécie i, D) f = soma das freqiiéncias de todas as espécies. A F; de cada espécie foi
calculada, em cada época de amostragem, pela determinagdo da porcentagem de amostras em
que cada espécie foi isolada, em relacdo ao nimero total de amostras, representada pela
formula: F; = Ji/k onde Fi = freqiiéncia de ocorréncia da espécie i, J; = nlimero de amostras

nos quais a espécie i ocorreu, k = niamero total de amostras de solo (Brower & Zar, 1984).


http://invam.caf.wvu.edu/
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Indice de abundancia e freqiiéncia

O indice de abundancia e freqiiéncia (IAF) foi calculado para cada espécie de FMA pela soma
da freqiiéncia relativa (FR;) e a densidade relativa (DR;) dos esporos para o periodo inteiro de
amostragens (periodos chuvoso e seco). As espécies foram ordenadas em quatro categorias,
com base na contribui¢do para a populacao total de esporos, segundo Koske et al. (1997):

- Nenhuma importancia: IAF=0

- Pouca importancia: 0<IAF<I10

- Moderada importancia: 10 < IAF <30

- Grande importancia: IAF > 30

Coeficiente de similaridade

A similaridade vegetal e de FMA (apo6s trés ciclos de multiplicacdo em casa de vegetacao)
entre as areas foi avaliada pelo Indice de Sérensen (Brower & Zar, 1984): S=2¢/a+bx100,
onde ¢ = nimero de espécies comuns as duas areas (1 e 2); a = namero de espécies na area 1;

b = niimero de espécies na area 2.

indices de diversidade e dominancia das espécies de FMA
Os indices foram calculados para andlise das comunidades, considerando cada amostra de
solo, antes da instalacdo das culturas armadilhas (Hendrix et al. 1995). O indice de

diversidade de Shannon-Wiener (H') foi obtido de acordo com a féormula: H' =

- Y (Xi/Xop).log(Xi/Xo) onde X; = densidade de esporos de cada espécie em 50g de solo e X
densidade total de esporos de todas as espécies. O indice de dominancia de Simpson (C) foi

calculado pela formula: C = ¥ (Xi/Xo)*.
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Andlise estatistica

Os indices de diversidade e dominancia foram obtidos pelos testes ndo paramétricos de Mann-
Whitney e Kruskal-Wallis (Noether, 1983), considerando dez repeti¢des por tratamento. As
diferengas na densidade de esporos por espécie de FMA, entre as épocas de amostragem, nas

areas, foram analisadas usando o teste de Mann-Whitney.

Resultados

Nas areas estudadas foram identificadas 42 espécies de plantas, pertencentes a 37 géneros,
distribuidos em 25 familias, sendo registradas 27 espécies no periodo chuvoso e 29 no
periodo seco (Tabela 2). Dessas, apenas 14 foram encontradas nos dois periodos. A
diversidade vegetal nas 4reas impactadas foi reduzida, com diferenca na ordem de até 69% em
comparacdo a caatinga nativa preservada. As espécies nativas Zizyphus joazeiro, Croton sp. e
a exotica Prosopis juliflora aparentemente sao tolerantes ao estresse causado pela mineragao
nas areas mais afetadas, apresentando potencial para plantio em areas degradadas. As familias
melhor representadas foram Leguminosae (Mimosoidae) e Euphorbiaceae, com seis e quatro

espécies, respectivamente.

Para os FMA, 34 espécies foram identificadas e destas, 29 encontradas nos solos
coletados no periodo chuvoso e 28 no periodo seco. Vinte e trés espécies de FMA foram
detectadas nos dois periodos de coleta (Tabela 3). O maior numero de espécies (11) de FMA
identificadas pertencem ao género Glomus, e representam 32% do total de espécies
encontradas. Acaulospora e Scutellospora foram representadas por sete espécies cada,
enquanto de Gigaspora foram coletadas duas espécies. Dos demais géneros (Archaeospora,

Entrophospora e Paraglomus) registraram-se apenas uma espécie.
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Niveis mais elevados de P, Mg, Ca e pH foram observados nos arredores da mina e na
area de rejeito, onde houve maior incidéncia de Glomus intraradices, Glomus mosseae e
Paraglomus occultum, em ambos os periodos de amostragem. Esses dados refletem, de certo
modo, a tolerancia dessas espécies as condigdes edaficas da area impactada. De modo geral,
quanto maior o indice de ocorréncia de determinada espécie, maior sua amplitude de
distribuicdo em relagdo as caracteristicas do solo, ou seja, ocorrem em faixas mais amplas de
pH, P, Ca e Mg no solo (Tabelas 1 e 3). A maioria das espécies de FMA foi encontrada na
area preservada onde o pH estava mais proéximo da neutralidade (6,28-6,43) e os niveis de P,
Ca e Mg menores do que nas outras areas. Numero menor de espécies, entre as quais
Acaulospora mellea, Acaulospora scrobiculata, Glomus etunicatum, G. intraradices, G.
mosseae e P. occultum parecem ser mais resistentes a valores mais elevados de pH ¢ de varios

elementos (P, Ca, Mg, SO4), sendo encontradas em todas as areas (nativa e degradada).

Dezesseis espécies de FMA foram registradas apenas na area nativa e outras 14
ocorreram tanto na area nativa quanto nas impactadas. Acaulospora sp., Gigaspora gigantea,
Glomus pallidum e Scutellospora biornata foram encontrados apenas nas areas sob impacto
(Tabela 3). As espécies Glomus ambisporum, Glomus coremioides, S. biornata, Scutellospora
gregaria e Scutellospora scutata foram encontradas apenas durante o periodo chuvoso,
enquanto Acaulospora longula, Gi. gigantea, G. pallidum, Scutellospora calospora,

Scutellospora heterogama foram observadas apenas no periodo seco (Tabela 4).

Este constitui o primeiro registro de A. mellea, A. scrobiculata, Entrophospora
infrequens, Gi. gigantea, Gigaspora margarita, G. ambisporum, Glomus clavisporum, G.
coremioides, G. etunicatum, Glomus glomerulatum, Glomus halonatum, G. intraradices,

Glomus macrocarpum, G. mosseae, G. pallidum, Glomus sinuosum, P. occultum, S. biornata
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Scutellospora pellucida ¢ S. scutata em areas de caatinga nativa preservada e impactada por

mineragdo de gesso no semi-arido.

Em geral as familias de FMA foram melhor representadas na area nativa preservada,
porém Glomeraceae teve maior densidade de esporos nas areas de maior degradagdo (Fig. 2).

Nos dois periodos de amostragem Glomus foi o género mais encontrado (39,29%) (Fig. 3).

Verificou-se grande namero de esporos de G. intraradices (807 e 606 50g™ solo) e P.
occultum (110 ¢ 151 50g™" solo) nos arredores da mina, nos dois periodos, respectivamente. G.
intraradices, G. mosseae, Glomus sp.1 ¢ P. occultum apresentaram diferengas significativas
(P<0,05) no numero de esporos em relacdo aos periodos de amostragem. Diferente de P.
occultum que apresentou maior esporulacdo a partir de material coletado na esta¢do seca, em
todas as areas, G. intraradices teve comportamento variado, em relagdo a area e época de
coleta (Tabela 4). De modo geral, maior densidade de esporos foi registrada no periodo seco

(3.805 em 50 g solo) em relagdo ao chuvoso (1.994 em 50 g™ solo).

Esporos de A. scrobiculata ocorreram em 17,5% das amostras em ambos os periodos,
com maior densidade relativa (20,9%) no periodo chuvoso (Tabela 5). Scutellospora
auriglobosa e Glomus sp.1 apresentaram maior densidade relativa no periodo chuvoso (11,1 e
29,5%) e maior freqiiéncia no periodo seco (10 e 20%), respectivamente. Durante o periodo
seco as espécies G. intraradices, G. mosseae e P. occultum apresentaram maior densidade
relativa de esporos e freqiiéncia de ocorréncia quando comparadas com as demais. Esporos de
A. longula, S. calospora, S. heterogama ¢ Gi. gigantea foram observados apenas no periodo
seco enquanto S. biornata, S. gregaria e S. scutata foram detectadas apenas no periodo
chuvoso. Dez espécies apresentaram maior densidade relativa de esporos no periodo chuvoso,
enquanto outras seis produziram mais esporos no periodo seco. De modo geral, maior

densidade relativa de esporos foi registrada no periodo seco (Tabela 5).
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A maioria das espécies de FMA, dentre os 29 taxons identificados, mostrou baixo ou
nulo indice de abundancia e freqiiéncia (IAF) e ndo estava presente em todas as areas
avaliadas. Nas areas de interface e nos arredores da mina maior IAF foi registrado para
Glomus sp.1, enquanto G. intraradices e P. occultum mostraram-se como as mais adaptadas

na area de rejeito (Fig. 4).

Baixos indices de similaridade vegetal foram verificados entre a area nativa e as
demais areas, nos dois periodos de amostragem com maior semelhanga registrada entre a
vegetacdo nos arredores da mina e na area de interface (Tabela 6). Também com relagdo aos
FMA, menores indices de similaridade foram registrados entre a area nativa (AN) e as
afetadas pela mineragdo. Neste caso, foram os solos das areas de rejeito ¢ dos arredores da

mina que apresentaram maior similaridade de espécies de FMA (Tabela 7).

Nao houve diferenga significativa no indice de diversidade de FMA entre os periodos
seco ¢ chuvoso nas quatro areas estudadas. Por outro lado, considerando separadamente os
periodos de coleta, a area nativa apresentou sempre maior diversidade que as areas

impactadas (Tabela 8).

Durante o periodo seco, o indice de dominancia de espécies de FMA foi maior nas
areas impactadas quando comparado a area de caatinga nativa. Entretanto, o mesmo nao
ocorreu no periodo chuvoso. Do mesmo modo, nao houve diferenca significativa nesse indice

entre os periodos de amostragem (Tabela 9).

Discussao

A diversidade vegetal nas areas impactadas foi reduzida em relagdo a de caatinga nativa
preservada. A area com rejeito tem a menor cobertura vegetal, o que ¢ motivado pela

quantidade de rejeito depositado sobre a superficie do solo, cobrindo a vegetacdo nativa. Silva
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et al. (2005) observaram em area impactada por mineragdo de cobre, no semi-arido da Bahia,
numero reduzido de espécies vegetais, sobretudo nas localidades mais afetadas. P. juliflora,
uma espécie exotica, ocorreu nas areas impactadas pela mineragdo de gesso, embora nao seja
encontrada com facilidade em meio a caatinga nativa preservada. Dado semelhante foi
registrado por Silva et al. (2005). Na auséncia de plantas nativas, o uso das leguminosas
exoticas, Mimosa caesalpinifolia Benth e Leucaena leucocephala Lam. podem constituir
alternativas em programas de revegetacdo (Dias et al. 1995). No semi-arido, plantas das
familias Leguminosae (Mimosoidae) e Euphorbiaceae sdo comumente referidas (Correia,

1996; Silva et al. 2005).

Alguns taxons de Acaulospora, Gigaspora, Scutellospora e Glomus ndo foram
identificados ao nivel especifico e provavelmente constituem espécies ainda ndo descritas.
Varios autores tém registrado a ocorréncia de espécies de Glomus em areas impactadas
(Yano-Melo et al. 2003 a; Silva et al. 2005; Caproni et al. 2003). A diversidade de espécies de
FMA neste trabalho foi relativamente alta, porém sao necessarios mais estudos para permitir o
registro inclusive daquelas espécies ainda ndo conhecidas para a ciéncia. Os diversos
trabalhos sobre FMA (Souza et al. 2003; Yano-Melo, 2002; Maia & Gibertoni, 2002; Silva et
al. 2001) no semi-arido brasileiro apontam para a presenga de numero consideravel de
espécies, que chega a mais de 80. Considerando o nimero total de espécies conhecidas,
verifica-se que mesmo em regido considerada pouco propicia ao crescimento desses fungos
como altas temperaturas e baixa precipitacdo, algumas espécies de Acaulospora,
Entrophospora, Glomus e Scutellospora possuem ampla distribui¢do geografica (Allen et al.

1995).

Intensa redugcdo na populacio de FMA e de plantas causada pela mineragdo,

emnseqiiéncia de ntenso revolvimento do solo foi observada no Canada (Kabir et al. 1997).
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Allen (1991) menciona que em dareas perturbadas pela extracdo mineral, os FMA e muitas
espécies de plantas que dependem da micorrizagdo para sobrevivéncia e estabelecimento
foram reduzidos ou totalmente eliminados. A maioria das pesquisas tem demonstrado que a
adaptacdo do fungo ao tipo de solo e as condi¢des edafoclimaticas é mais determinante do que

a “especificidade” entre fungo e a espécie vegetal (Sieverding, 1991).

O pH das areas mais impactadas aumentou devido aos altos depositos de rejeito
(gipsita), dificultando o estabelecimento de espécies de FMA nativas da caatinga que
normalmente ocorrem em pH mais baixo (= 6). Algumas espécies no entanto suportam pH
mais elevados, como observado em relagdo a Glomus sp. e P. occultum, que ocorreram em
areas com pH em torno de 7,0 (Silva et al. 2005). Em area de caatinga nativa, a maioria das
espécies de Acaulosporaceae e Glomeraceae foi registrada em solos com baixo pH (= 5,8)
(Souza et al. 2003). Tem sido mencionado que a presenga de espécies de Glomus ¢ mais
comum em solos com pH neutro a alcalino (Schenck & Siqueira, 1987; Zambolim & Siqueira,

1985).

Nas areas estudadas foi observada maior incidéncia de G. intraradices, G. mosseae e
P. occultum. Maia & Trufem (1990) referiram a presenca constante de G. mosseae em coletas
na area de Araripina, PE, mesmo Municipio onde se localiza a mineradora. Marinho et al.
(2004) registraram a presenca de G. intraradices e P. occultum em areas de mineragdo de

bauxita ¢ em floresta primaria na Amazonia.

A maioria das espécies de FMA esteve representada nos dois periodos de coleta, sendo
que A. scrobiculata, G. intraradices, G. mosseae, Glomus sp.1 e P. occultum destacaram-se
por apresentar maior densidade relativa de esporos, em relagdo as demais espécies. Caproni et

al. (2005) mencionaram maior densidade relativa de esporos durante o periodo seco, em area
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de mineracao de bauxita revegetada. A influéncia da estacdo do ano sobre a esporulacdo dos

FMA tem sido mencionada por outros autores (Mehrota, 1998).

Os FMA com baixo indice de abundancia e freqiiéncia (IAF) em geral tem maior
dificuldade de adaptacdo em areas de mineragdo, o que indica que o ambiente estudado
apresenta fatores limitantes a expressao da capacidade génica destes fungos em se estabelecer
(Marinho et al. 2004). Por outro lado, aqueles com IAF médio e grande (A. scrobiculata,
Gigaspora sp.1, G. intraradices, G. mosseae, Glomus sp.1, P. occultum e S. auriglobosa)
mostram-se mais adaptados as condi¢des do local estudado. Trabalhando em areas degradadas
por mineragdo, Marinho et al. (2004) registraram elevado IAF para Glomus claroideum ¢ G.
macrocarpum, o que sugere que essas espécies podem ser testadas para o uso como in6culo

em areas degradadas, pois se estabelecem bem em ambientes fortemente impactados.

Maior similaridade vegetal observada nas areas impactadas pode estar relacionada a
presenga de plantas nativas invasoras tal como observado, sobretudo, nas areas de margem
(AM) e de interface entre o rejeito e a caatinga degradada (AI). Para os FMA, maior
similaridade foi verificada entre as areas AM e AR, devido provavelmente a contaminagdo
pelo solo degradado, pois o solo da area dos arredores da mina foi depositado na area de
rejeito. Isso resultou em pequeno numero de espécies estabelecidas. O efeito negativo da
atividade mineradora sobre as plantas € os FMA ¢ conhecido (Silva et al. 2005, 2001; Melloni
et al. 2003; Mehrotra, 1998; Souza & Silva, 1996) e foi confirmado pelos baixos indices de
similaridade da vegetagdo e de fungos micorrizicos entre a area de caatinga nativa preservada

e as demais.

Maior diversidade de FMA foi observada na caatinga nativa onde houve diferenga
entre os periodos de amostragem (chuvoso e seco). Nessa area onde os FMA estdo bem

representados em termos de abundancia, havia mais plantas e, conseqlientemente, maior
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disponibilidade de raizes, com o solo apresentando condi¢des mais propicias para
estabelecimento de diversas espécies de FMA. Segundo Scheublin et al. (2004) a amostragem
da area e o nimero de espécies de plantas influenciam os valores de diversidade de FMA.
Caproni et al. (2003) registraram indices de diversidade variando entre 0,2 a 0,8 em areas
revegetadas apds mineragdo de bauxita em Porto Trombetas, PA. Por outro lado, Beena et al.
(2000) observaram maior diversidade de FMA em dunas moderadamente degradadas (2,18),
enquanto em dunas severamente degradadas esse valor ndo ultrapassou 0,86. A analise da
ocorréncia mundial da comunidade de FMA sugere que esses microrganismos podem exibir
diferentes padrdes de distribuicdo, resultando em alta variabilidade de riqueza e de

composi¢do de espécies entre ecossistemas (Opik et al. 2006).

Na area nativa, a dominancia de espécies de FMA foi inferior a das areas impactadas,
sugerindo aumento na eqliitabilidade entre as espécies em areas sob impacto ambiental.
Comparando-se o indice de diversidade de espécies de Shannon-Wiener com o de dominancia
de espécies de Simpson observa-se que, onde a diversidade das espécies foi alta, a dominancia
foi baixa. Resultado semelhante a esse foi verificado por Caproni et al (2003) em 4areas
revegetadas ap6s mineragao de bauxita. As principais espécies responsaveis por esse efeito
nas areas de mineragdo de gesso foram G. intraradices e P. occultum, que apresentaram alta
esporulagdo, indicando alta competitividade nas areas impactadas. Em area de mata ciliar
revegetada (Croton urucurana, Inga striata e Genipa americana) no estado de Sao Paulo, o
indice de dominancia (0,17) foi considerado elevado (Carrenho et al. 2001). Por outro lado,
Caproni et al. (2003) registraram indice de dominancia (0,6) em areas revegetadas apos
mineracao de bauxita, similar ao encontrado nas areas afetadas pela mineracdo de gesso e

inferior ao registrado na area de caatinga nativa preservada.
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Em resumo, o impacto produzido pela mineragao de gesso reduz a comunidade de
FMA nas areas afetadas. Esses fungos ndo apresentam o mesmo padrdo de esporulagdo na
area nativa e nas impactadas, inclusive com varia¢do sazonal. G. intraradices ¢ P. occultum
demonstraram maior capacidade para tolerar as condi¢cdes edaficas em dareas fortemente
impactadas e devem ser testados quanto ao potencial para uso em programas de revegetacao

nas areas afetadas por mineragdo de gesso.
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Fig. 1 Mapa do Estado de Pernambuco destacando o Municipio de Araripina onde foram
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Tabela 1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo coletado nos periodos de amostragem (chuvoso e seco), em quatro arcas da mineradora
de gipsita, em Araripina, PE

Areas' pH P C Ca Mg K SO, CO; HCO; Analise Textural (%) MO Fe Dap Dr UR PMP
H,0 mg.dm>g Kg"! -~ cmolc.dm™ meq.L! Arcia Argila Silte (%) mg/dm’ --glem’-- (%) 15Atm  Classe textural

Periodo Chuvoso

AN 6,28 5 1,16 590 1,30 0,43 Presenca 0,20 1,80 67 8 25 2,00 12,73 144 2,50 1,25 4,47 Franco arenoso

Al 572 11 1,27 20,00 9,30 0,46 Presenga 0,20 0,80 26 45 29 2,19 5250 1,21 2,55 6,90 20,51 Argiloso

AM 7,64 54 1,34 40,50 6,25 0,19 Forte Presenga 0,40 1,60 22 39 39 231 0,93 1,20 2,31 8,65 24,88 Franco argiloso

AR 7,65 42 0,72 68,00 9,75 0,34 Forte Presenga 0,20 1,20 27 6 67 1,24 041 1,28 2,58 7,00 18,14 Franco siltoso
Periodo Seco

AN 6,43 8 120 6,20 1,15 0,36 Presenca 0,80 5,60 74 8 18 2,07 13,73 1,34 2,59 0,40 4,67 Franco arenoso

Al 572 14 1,30 36,25 11,25 0,62 Forte Presenga 0,00 0,80 14 59 27 2,24 7980 1,13 2,44 8,60 30,65 Argiloso

AM 7,52 161 1,33 45,40 3,10 0,40 Forte Presenca 0,00 1,60 22 47 31 2,29 0,71 1,10 2,36 6,80 26,93 Franco argiloso

AR 7,56 32 0,65 61,75 1,65 0,46 Forte Presenca 0,20 2,40 37 28 35 1,12 0,23 1,22 2,46 6,55 8,29 Franco siltoso

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (AI) = interface entre o deposito de rejeito ¢ uma area de caatinga
degradada pela mineragao.
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Tabela 2 Espécies de plantas em area com mineragado de gipsita, em Araripina, Pernambuco,
registradas em dois periodos de amostragem (chuvoso e seco)

Familia/Espécie Periodo Chuvoso Periodo Seco
Areas! Areas
AN AM AR Al AN AM AR Al
Acanthaceae
Ruellia paniculata L. X X
Dicliptera sp. X
Amaranthaceae
Alternanthera tenella Colla X X

Anacardiaceae

Myracrodruon urundeuva Alemao
Spondias tuberosa Arruda
Annonaceae

Rollinia leptopetala R.E. Fries
Apocynaceae

Aspidosperma pyrifolium Mart.
Asteraceae

Tagetes minuta L. X X
Bignoniaceae

Arrabidaea corallina (Jacq.) Sandw. X

Boraginaceae

Heliotropium procumbens Mill. X
Bromeliaceae

Tillandsia loliacea Mart. ex Schult. f. X

Burseraceae

Commiphora leptophloeos (Mart.) Gillet. X X

Cactaceae

Pilosocereus sp. X X
Caricaceae

Jacaratia sp.

Capparaceae

Caparis hastata L.

Caparis flexuosa (L.) L.
Convolvulaceae

Ipomoea sp.

Ipomoea phyllomega (Vell.) House
Merremia sp. X
Euphorbiaceae

Croton sonderianus Mull. Arg.
Croton sp.

Manihot sp.

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. X
Leguminosae Caesalpinoideae

Bauhinia cheilantha Steud. X
Cassia trachypus Mart ex Bemth. X
Leguminosae Mimosoidae

Parapiptadenia zehntneri (Harms) M.P. X

X X XX
X X

X XX X
X X

X X
X X
X X
X
X




Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 91

Continuacao da Tabela 2

Familia/Espécie Periodo Chuvoso Periodo Seco
Areas Areas
AN AM AR Al AN AM AR Al
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. X

Mimosa ophthalmocentra Mart. Bemth. X X

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. X X

Prosopis juliflora DC. X X X X X X
Desmanthus virgatus (L.) Willd. X
Leguminosae Papilionoideae

Rhynchosia minima (L.) DC. X
Canavalia sp. X

Malphigiaceae

Banisteria crotonifolia A. Juss. X

Malvaceae

Sida sp. X

Sida cordifolia L. X X
Sidastrum micranthum (A. St. —Hill.) X
Nyctaginaceae

Guapira noxia (Netto) Sundell. X

Rhamnaceae

Zizyphus joazeiro Mart. X X X
Sapindaceae

Allophylus quercifolius (Mart.) Radlk. X

Selaginellaceae

Sellaginella convoluta Spring. X

Vitaceae

Cissus simsiana Schult & Schult X

Total 19 6 2 6 14 10 5 7

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (AI) = interface entre
o depdsito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao.



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares...

Tabela 3 Espécies de FMA em areas de mineragdo de gipsita no sertdo de Araripina, Pernambuco, coletadas em dois periodos de

amostragem (chuvoso e seco)

Espécies de FMA Periodo Chuvoso
Areas

Presencga/area

Periodo Seco
Areas

Presencga/area

AN AM AR Al

>
z

AM AR Al

Acaulospora excavata Ingleby & Walker X

A. foveata Trappe & Janos X

A. longula Spain & Schenck

A. mellea Spain & Schenck X
A. rehmii Sieverding & Toro

A. scrobiculata Trappe
Acaulospora sp.

A. tuberculata Janos & Trappe
Archaeospora leptoticha Morton &
Entrophospora infrequens Ames & X
Gigaspora gigantea Nicol & Gerd

G. margarita Becker & Hall
Gigaspora sp.

Glomus ambisporum Smith & Schenck
. clavisporum Almeida & Schenck

. coremioides Redecker & Morton

. etunicatum Becker & Gerd

. glomerulatum Sieverding

. halonatum Rose & Trappe

. intraradices Schenck & Smith

. macrocarpum Tulasne

. mosseae Nicol & Gerd

. pallidum Hall

. sinuosum Almeida & Schenck

MK XX
=
e
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Continuagao da Tabela 3

Espécies de FMA Periodo Chuvoso Periodo Seco
Areas Presencga/area Areas Presenca/area

AN AIR AM AR Al AN AM AR Al
Glomus spp. X X X X 4 X X X X 4
Paraglomus occultum Morton & Redecker X X X X 4 X X X X 4
Scutellospora aurigloba Hall X 1 X 1
S. biornata Spain, Sieverding & Toro X 1
S. calospora Nicol & Gerd X 1
S. gregaria Schenck & Nicol X 1
S. heterogama Nicol & Gerd X 1
S. pellucida Nicol & Schenck X 1 X 1
S. scutata Walker & Dieder X 1
Scutellospora sp. X 1 X X 2
Total de espécies 24 6 5 9 22 9 8 13

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (Al) = interface entre o depésito de rejeito e uma area de caatinga
degradada pela mineragao.
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Tabela 4 Densidade de esporos (50 g’ solo) por espécie de FMA nas amostras de solo
coletadas no periodo chuvoso (Dez/2003) e seco (Set/2004) em 4reas de caatinga nativa e
impactada por mineragdo de gipsita, Araripina/PE, apos trés ciclos de multiplicacdo, em casa

de vegetagdo

FMA

AN Al AM AR
Dez/2003  Set/2004 Dez/2003  Set/2004 Dez/2003  Set/2004  Dez/2003  Set/2004

Acaulosporaceae
Acaulospora sp.

A. excavata

A. foveata

A. longula

A. mellea

A. rehmii

A. scrobiculata

A. tuberculata
Entrosphospora
Archaeosporaceae
Archaeospora leptoticha
Gigasporaceae
Gigaspora gigantea
G. margarita
Gigaspora sp.
Scutellospora aurigloba
S. biornata

S. calospora

S. gregaria

S. heterogama

S. pellucida

S. scutata
Scutellospora sp.
Glomeraceae
Glomus ambisporum
. clavisporum

. coremioides

. etunicatum

. glomerulatum

. halonatum

. intraradices

. macrocarpum

. mosseae

. pallidum

. sinuosum
Glomus sp.1
Glomus sp.2
Glomus sp.3
Paraglomeraceae
Paraglomus occultum
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NP esporos por periodo

236 670 179 749 945 900 634 1.486

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (AI) = interface entre o depdsito de
rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragdo. *Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
Mann-Whitney entre os dois periodos de amostragem, em cada area.



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 95

100 .
00 £l Acaulosporaceae M Gigasporaceae
90 | __ Glomeraceae & Paraglomeraceae
2 80 | i
&
© 70 -
|
5 . 60-
[75) o
S 4 |
% 8 e
o 2 40 - i N
8 g i N
& 30 B
=B
%) o
S e
a) 10 4 i %
o | k& i | -

AN Al Areas AM AR

Fig. 2 Densidade de esporos de FMA por familia, nas amostras de solo coletadas nos dois
periodos de amostragem. (AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina;
(AR) = rejeito; (Al) = interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada
pela mineragao.

Glomus 39,29%

Paraglomus 3,57% »
Entrophospora 3,57% >
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Gigaspora 7,14% [S#75

Rl ATy

Acaulospora 21,43%
Scutellospora 25%

Fig. 3 Representatividade de cada género de FMA em relagdo ao numero de espécies
registradas nas areas estudadas em Araripina-PE, nos dois periodos de coleta (chuvoso e
seco).
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Tabela 5 Densidade relativa de esporos (DRi) e freqiiéncia de ocorréncia (F) das espécies de
FMA nos periodos de amostragem chuvoso (Dez/2003) e seco (Set/2004), em areas nativa e
impactadas por mineragdo de gipsita, Araripina-PE

Espécies de FMA DRI F
Periodo chuvoso Periodo Periodo Periodo seco
Seco chuvoso
________________________________ 7
Archaeosporaceae
Archaeospora leptoticha 1.3 0,3 2.5 25
Acaulosporaceae
Acaulospora excavata 0,4 0,3 2,5 2,5
A. foveata 0,9 - 2,5 -
A. longula - 0,6 - 2,5
A. mellea - 0,3 - 2,5
A. rehmii - 0,6 - 5,0
A. scrobiculata 20,9 4,2 17,5 17,5
Acaulospora sp.1 - 0,6 - 2,5
A. tuberculata 0,9 0,3 2,5 2,5
Entrophospora infrequens 0,4 0,6 2,5 5,0
Gigasporaceae
Gigaspora gigantea - 0,3 - 2,5
G. margarita 1,3 - 5,0 -
Gigaspora sp.1 1,7 0,6 5,0 2,5
Scutellospora auriglobosa 11,1 1,8 7,5 10,0
S. biornata 0,4 - 2,5 -
S. calospora - 0,9 - 5,0
S. gregaria 6,4 - 2,5 -
S. heterogama - 0,6 - 2,5
S. scutata 0,9 - 2,5 -
S. pellucida 0,9 0,3 2,5 2,5
Scutellospora sp.1 0,9 - 5,0 -
Glomeraceae
Glomus ambisporum 0,4 - 2,5 -
G. clavisporum - 0,3 - 2,5
G. etunicatum - 0,3 - 2,5
G.halonatum 0,4 1,2 2,5 5,0
Gl. intraradices 2,6 33,5 7,5 22,5
G. macrocarpum - 0,6 - 2,5
G. mosseae 5,9 6,3 15,0 25,0
G. sinuosum 0,4 0,3 2,5 2,5
Glomus sp.1 29,5 16,3 15,0 20,0
Glomus sp.2 3,0 2,4 2,5 2,5
Glomus sp.3 0,9 1,2 2,5 2,5

Paraglomeraceae
Paraglomus occultum 8,5 26,6 10,0 17,5
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Fig. 4 Indice de abundancia e freqiiéncia (IAF) de espécies de FMA, com valores de importancia
entre médio e grande de areas nativa preservada e impactadas por mineracao de gipsita em
Araripina, PE. (AN) = area de caatinga nativa preservada; (Al) = interface entre o depdsito de
rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineracao; (AM) = arredores da mina; (AR) =
rejeito.
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Tabela 6 Percentual de similaridade (Sorensen) vegetal entre as areas estudadas, em cada
periodo de amostragem (chuvoso e seco)

Periodo Chuvoso

Areas' AN Al AM AR
AN 100 16 8 0
Al 100 33 25
AM 100 25
AR 100

. Periodo Seco

Areas' AN Al AM AR
AN 100 10 8 0
Al 100 24 17

AM 100 13
AR 100

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (Al) = interface entre o depésito de rejeito e uma area de caatinga
degradada pela mineracdo; (AM) = Arredores da mina; (AR) = rejeito.

Tabela 7 Percentual de similaridade (S6rensen) de FMA entre as areas estudadas, em cada
periodo de amostragem (chuvoso e seco)

Periodo Chuvoso

Areas' AN Al AM AR
AN 100 36 33 28
Al 100 67 57
AM 100 91
AR 100

Periodo Seco

Areas' AN Al AM AR
AN 100 46 58 47
Al 100 64 57
AM 100 71
AR 100

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (Al) = interface entre o dep6sito de rejeito e uma area de caatinga
degradada pela mineracdo; (AM) = Arredores da mina; (AR) = rejeito.

Tabela 8 Indice de diversidade (Shannon-Wiener H') de espécies de FMA em areas de
caatinga preservada e impactadas por mineracao de gipsita, Araripina/PE, em dois periodos de
amostragem

Periodos de amostragem

Areas’ Chuvoso' Seco'
AN 1,14 aA 1,41 aA
Al 0,64 bA 0,58 bA
AM 0,51 bA 0,52 bA
AR 0,58 bA 0,55 bA

'"Valores seguidos da mesma letra mintiscula na coluna nio diferem significativamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Valores seguidos da mesma letra maitiscula na linha no diferem
significativamente entre si pelo teste de Mann-Whitney (P<0,05). *(AN) = Caatinga nativa preservada;
(AI) = interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineracao; (AM) =
Arredores da mina; (AR) = rejeito.
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Tabela 9 Indice de dominancia (Simpson C) de espécies de FMA em areas de caatinga
preservada e impactada por mineracdo de gipsita, Araripina/PE, em dois periodos de
amostragem

Periodos de amostragem

Areas’ Chuvoso' Seco'
AN 0,43 aA 0,30 bA
Al 0,60 aA 0,60 aA
AM 0,67 aA 0,68 aA
AR 0,69 aA 0,61 aA

'Valores seguidos da mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). Valores seguidos da mesma letra maitscula na linha ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Mann-Whitney (P<0,05). *(AN) = Caatinga nativa preservada;
(Al) = interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao; (AM) =
Arredores da mina; (AR) = rejeito.
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Fig. 5 Fotomicrografias de espécies de FMA presentes em area nativa e impactada
pela mineragdo de gesso em Araripina, PE: 1) Acaulospora excavata: aspecto geral do
esporo; 2) Acaulospora excavata: detalhe da ornamentagdo da parede do esporo; 3)
Glomus intraradices: esporos em raiz de amendoim; 4) Glomus intraradices: aspecto
geral do esporo; 5) Scutellospora gregaria: aspecto geral do esporo com bulbo
suspensor; 6) Acaulospora scrobiculata: aspecto geral do esporo com camadas
internas da parede com reagdo em Melzer; 7) Paraglomus occultum: aspecto geral dos
esporos; 8) Glomus etunicatum: aspecto geral do esporo.



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares...

CAPITULO 11
POTENCIAL DE INFECTIVIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS

ARBUSCULARES EM AREAS NATIVA E IMPACTADAS POR
MINERACAO GESSEIRA EM ARARIPINA, PERNAMBUCO

Artigo submetido para publicagao no periodico Revista Hoehnea
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ABSTRACT - (Infectivity potential of arbuscular mycorrhizal fungi in native and impacted
gypsum mining area in Araripina, Pernambuco). The effect of gypsum mining on arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) was evaluated through number of spores, most probable number
(MPN) of infective propagules and root colonization. Samples of rhizospheric soil were
collected from four areas in a gypsum mine in Araripina-PE: preserved, native “caatinga”
(AN), chosen as control; surroundings of the mine (AM); waste deposit area (AR); interface
between the waste deposit and a mining degraded area (Al), in two sampling periods: raining
(December/2003) and dry (September/2004). The plants around (2 m diameter) each sampling
point were collected, with 42 being identified. The area of native “caatinga” (AN) presented
higher number of plant species, spores and infectives propagules of AMF. Number of spores
and root colonization differed between the raining and dry periods. Higher sporulation
occurred in the raining season, while the MPN of propagules and root colonization were
higher in the dry season. Positive correlation was observed between the MPN of propagules
and number of spores in both collecting periods. Conversely, in the raining season the MPN
of propagules was negatively correlated with root colonization. The mining activity decreased
amount of AMF spores, infective propagules and plant riches in the studied areas.

Key words: infective propagules, spores, root colonization

RESUMO - (Potencial de infectividade de fungos micorrizicos arbusculares em areas nativa e
impactadas por mineragdo gesseira em Araripina, Pernambuco). Foi avaliado o efeito da
mineragao gesseira sobre os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pela quantificagao do
numero de esporos, percentual de colonizagdo radicular e nimero de propagulos infectivos no
solo (NMP). O solo foi coletado em quatro areas da mineradora de gesso em Araripina - PE:

caatinga nativa preservada (AN); arredores da mina (AM); rejeito (AR); interface entre o
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deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragdao (Al), nos periodos
chuvoso (Dezembro/2003) e seco (Setembro/2004). Em cada ponto de coleta do solo foi
considerado um raio de 2 m, onde foram coletadas as plantas, sendo identificadas o total de 42
espécies. A AN apresentou maior nimero de espécies vegetais, de esporos e de propagulos
infectivos de FMA, quando comparada com as demais. O niimero de esporos ¢ a colonizagao
radicular diferiram estatisticamente entre os periodos de coleta. Maior esporulagdo foi
verificada no periodo chuvoso. O NMP e a colonizagdo radicular foram maiores no periodo
seco. Houve correlagdo positiva entre o NMP e o numero de esporos nos dois periodos de
coleta. Entretanto, no periodo chuvoso o NMP foi negativamente correlacionado com a
colonizacdo radicular. A atividade mineradora causou danos ao local, afetando o numero de
esporos ¢ de propagulos infectivos de FMA ¢ a riqueza de espécies vegetais, em relagdo a area
preservada.

Palavras-chave: propagulos infectivos, esporos, colonizagdo radicular
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Introducéo

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) s3o importantes componentes da
microbiota dos solos em ecossistemas naturais e agricolas, formando associacdo com a
maioria das plantas superiores incluindo quase todas as espécies de interesse agrondmico,
pastoril e florestais tropicais (Moreira & Siqueira, 2002).

A atividade de mineragdo exerce impacto sobre os organismos e processos do solo,
inclusive sobre os FMA (Melloni et al., 2003). A populagdo de FMA pode ser pequena em
areas de mineragdo. Gould et al. (1996) observaram que a reducao da viabilidade dos esporos
de FMA e o rompimento da rede de hifas no solo poderia estar relacionado a perturbagao
fisica do solo e o armazenamento inadequado do solo superficial organico. A perturbagdo do
solo causada pelas atividades da mineracdo separa as plantas de seus endofitos micorrizicos
associados. Quando o solo superficial organico é removido, a populagdo microbiana nativa ¢
alterada. Esta remocdo pode deixar poucos propagulos capazes de iniciarem a colonizagao
micorrizica nas areas revegetadas, podendo assim, influenciar a diversidade destes fungos
durante o estadio inicial de recuperagdo e até mesmo impedir o estabelecimento de espécies
vegetais dependentes da associacdo micorrizica (Loree & Williams, 1987), alterando também
a diversidade vegetal.

Observagdes no padrao de sucessdo de plantas em regides semi-aridas indicam que os
FMA desempenham importante papel ecoldgico na composicdo e estabilidade das
comunidades de plantas. A inoculagdo desses fungos melhora a produtividade das plantas pelo
aumento da tolerdncia a seca (essencialmente em regides aridas) e disponibilidade de
nutrientes minerais, que sao os primeiros fatores limitantes no estabelecimento das plantas em
solos sob atividade mineradora (Marx, 2000). Segundo Jasper et al. (1994), um nivel

adequado de infectividade de FMA no solo, apds o processo de mineragao ¢ importante para o
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sucesso do restabelecimento da diversidade vegetal na formagcdo de um ecossistema auto-
sustentavel.

As caracteristicas quimicas e fisicas dos solos influenciam a densidade de esporos, a
composicdo de espécies e a distribuicdio dos FMA, influenciando diferentemente o
crescimento das plantas (Day et al., 1987). Altos niveis de fésforo no solo podem influenciar
negativamente a efetividade dos FMA, inibindo a colonizagdo radicular (Vierheilig et al.,
2000). O pH e o aluminio do solo sdo fatores influentes na distribui¢do dos FMA, portanto, o
conhecimento da eficiéncia e distribuicdo dos FMA em relacdo ao pH, em conjunto com
outros fatores do solo, pode contribuir para o sucesso no manejo de solos degradados, onde
prevalece a compactagdo e acidez (Hayman & Tavares, 1985).

Segundo Brundrett & Abbott (1994), o potencial de infectividade dos FMA ¢ a
capacidade de seus propagulos em colonizar as raizes de plantas, sendo mensurado pela taxa
de colonizagdo nas raizes dos hospedeiros. Existem no solo trés tipos de propagulos de FMA:
esporos de resisténcia, fragmentos de raiz micorrizada e hifas do fungo, que apesar de
diferirem quanto a capacidade de sobrevivéncia e potencial infectivo, sdo formas de inoculo
capazes de originar a simbiose (Silveira, 1992). A estimativa do NMP baseia-se na avaliagao
dos propagulos infectivos em diluigdes seriadas até sua extingdo (INVAM, 2001), esta técnica
enumera todos os propagulos que tém habilidade para colonizar a planta hospedeira
(Sieverding, 1991). Uma importante tarefa em estudo ecoldgico ¢ a determinacao do NMP de
propagulos infectivos no solo, que esta relacionado com a habilidade dos FMA em colonizar
as raizes das plantas hospedeiras. E a contagem direta de esporos que indica a diversidade
potencial da populacdo de FMA ativa ¢ inativa (dormente ou ja em senescéncia) (Caproni et

al., 2003).
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Estudos sobre a ecologia dos FMA em ecossistemas naturais e degradados sao
escassos. Em Pernambuco na regido do Nordeste sdo encontrados apenas os trabalhos de Maia
& Trufem (1990), Yano-Melo et al. (1997 e 2003). Aparentemente, ndo existem trabalhos
sobre os FMA em areas nativas e impactadas pela mineracao de gesso no Nordeste do Brasil.

Este trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos da mineragdo gesseira sobre os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pela quantificagdo do numero de esporos,

percentual de colonizagdo radicular e nimero de propagulos infectivos no solo (NMP).

Material e métodos

Foram selecionadas areas de caatinga nativa preservada e impactada pela mineragao de
gipsita no municipio de Araripina — PE ( 7° 29’ 00” S, 40° 36> 00” W). A regido apresenta
clima Semi-arido mesotérmico, a vegetagdo predominante é caatinga hiperxeroéfila e o solo do
tipo Latossolo vermelho amarelo distrofico (Cavalcanti & Lopes, 1994).

As coletas foram realizadas em quatro areas da mineradora: caatinga nativa preservada
(AN), considerada como controle, arredores da mina (AM), rejeito (AR), interface entre o
deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineracdo (Al), em dois periodos
de amostragem: chuvoso (Dez/2003) com temperatura mensal entre 34,0 °C (Max.) e 17,6 °C
(Min.), umidade relativa de 22,2% (Min.) e precipitagdo de 28,7 mm (Média); e seco
(Set/2004) com temperatura mensal entre 33,2 °C (Max.) e 17,3 °C (Min.), umidade relativa
de 22,4% (Min.) e precipitagdo de 1,3 mm (Média) (Fonte: IPA/Araripina-PE). Em cada area
foram coletadas dez amostras compostas (trés subamostras) de solo (cinco a 20 cm de
profundidade) preferencialmente na rizosfera de plantas, sendo os pontos definidos
aleatoriamente. Em cada ponto de coleta do solo foi considerado um raio de 2 m, onde foram

coletadas as plantas ocorrentes. Uma parte do solo foi encaminhada a Empresa Pernambucana
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de Pesquisa Agropecuaria (IPA) para analises fisicas, quimicas e de fertilidade (Tabela 1). As
espécies vegetais foram identificadas no Laboratorio de Botanica do IPA.

Os esporos de FMA foram extraidos do solo por peneiramento imido (Gerdemann &
Nicolson, 1963) e centrifugagdo em 4agua e sacarose (Jenkins, 1964) e contados em
microscopio estereoscopico. A colonizagdo micorrizica foi estimada em 200 fragmentos de
raizes com cerca lcm (considerado colonizado aquele que continha arbusculos, esporos,
micélio interno e/ou externo, além de vesiculas), as raizes foram diafanizadas (KOH 10%) e
coradas com 0,05% de azul de Tripano em lactoglicerol (Phillips & Hayman, 1970).

O numero mais provavel de propagulos (NMP) infectivos de FMA foi obtido através
da técnica descrita em Feldmann & Idczak, (1992). Foram montados quatro bioensaios em
casa de vegetacdo, um para cada area e para cada periodo de coleta. A temperatura ¢ a
umidade relativa do ar foram medidas diariamente, variando de 21 a 35 °C e de 31 a 88%
respectivamente. Para cada area (AN, Al, AM e AR) foi usada uma amostra composta de solo
do campo, homogeneizado, seco, nao esterilizado e peneirado (malha de 0,5 cm de abertura),
sendo esta a amostra base para as dilui¢des (solo-in6culo). O solo diluente (correspondente a
amostra composta de cada subarea) foi homogeneizado, peneirado (malha de 0,5 cm de
abertura), autoclavado por 1 h a 120 °C por trés dias consecutivos e secado em estufa a 105
°C. As amostras do solo-inéculo foram diluidas em solo diluente nas proporgdes de 0, 1:10,
1:100 e 1:1000. As amostras diluidas foram colocadas em potes plasticos de 400 mL, com
cinco repetigdes, totalizando 160 unidades. Cada pote recebeu duas sementes de milho (Zea
mays L.) e apds a germinagdo (+ 5 dias) apenas uma plantula foi mantida. As plantas foram
coletadas aos 30 dias e todo o sistema radicular preparado para verificagdo da presenca de
estruturas de FMA. Para o calculo do NMP sao usados trés numeros: o primeiro corresponde

ao numero de repeticdes colonizadas na diluicdo 1:10; o segundo e terceiro numeros
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correspondem as duas maiores diluicdes. O resultado da combinagdo dos trés numeros €
encontrado na Tabela de Cochran (1950). Para obter o NMP de propagulos cm™ do solo
amostrado, o valor dado na tabela é multiplicado por 100.

A densidade de esporo total foi submetida a analise de variancia (ANOVA) com dez
repeti¢des por tratamento e a percentagem de colonizagdo radicular com 15 repeticdes por
tratamento. Utilizou-se o teste Tukey (P< 0,05) para comparar as médias das diferentes areas
e época de avaliagdo pelo programa Sanest (Zonta et al., 1984), o nimero de esporos foram
transformados em Log (X+1,5), ¢ 0 % colonizacio radicular em V(X + 0,5). Foram realizadas

analises de correlagdo simples de Pearson (r) entre as variaveis estudadas (Stasoft, 1997).

Resultados e Discussao

Foram identificadas 42 espécies de plantas, considerando todos os pontos de coleta
(periodo chuvoso + seco) (Tabela 2). A atividade mineradora causou danos ao local,
detectado pela baixa diversidade vegetal e quantidade de esporos de FMA (Tabelas 2 e 4) nas
trés subdreas afetadas (Al, AM e AR), quando comparadas com a 4rea de caatinga nativa
preservada (AN). Como a esporulagdo ¢ dependente da formacao de novas raizes (Sieverding,
1991), provavelmente na area nativa (AN) onde as condi¢des ambientais sdo mais adequadas
e ndo se observa impacto ambiental, a riqueza de espécies vegetais estabeleceu e estimulou o
aumento da populacdo de FMA. Silva et al. (2005) verificaram que a atividade mineradora
também reduziu o numero de espécies vegetais quando comparado as de area nativa. A area
de caatinga nativa preservada (AN) apresentou maior nimero de espécies vegetais, de esporos
e de propagulos infectivos de FMA.

Elevados teores de fosforo, calcio e magnésio nos dois periodos de amostragem foram
registrados nas areas fortemente impactadas pela atividade de mineracdo (Al, AM e AR)

(Tabela 1). Possivelmente, os baixos valores verificados no nimero de esporos, nimero de
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espécies vegetais € no NMP de propagulos infectivos de FMA durante o periodo chuvoso
(Tabelas 2, 3 e 4) foram devido as severas condi¢des edaficas observadas nessas subareas. A
presenca de espécies de FMA nao esporulante pode ser a razdo da baixa densidade de esporos
encontrada nessas subareas afetadas. Douds (1994) também observou que o incremento de P
no solo diminuiu a produgio de esporos de FMA. E dificil separar os fatores mais importantes
nessa interacdo, embora esteja definido que, em campo, as concentragdes de propagulos de
FMA sao correlacionadas principalmente com as condigdes de solo (pH, textura, concentracao
de nutrientes) e cobertura vegetal (Sieverding, 1991). Ainda segundo Sieverding (1991) os
menores numeros de propagulos de FMA s3o geralmente encontrados em areas com
vegetacdo degradada. Gould et al. (1996) observaram que o Mg foi inversamente relacionado
com a ocorréncia de esporos, em areas mineradas e revegetadas. Segundo Siqueira et al.
(1986) o efeito negativo de altas doses de Ca no solo sobre Gigaspora margarita parece ter
sido na redugdo da ramificacdo do tubo germinativo.

Verificou-se maior NMP de propagulos infectivos de FMA durante o periodo seco
quando comparado ao chuvoso em todas as subareas estudadas (Tabela 3). E possivel que
algumas espécies de FMA (presentes em solos obtidos durante o periodo chuvoso) cujos
esporos nao apresentam longo periodo de dorméncia, germinem e nao encontrando
hospedeiro disponivel, acabem morrendo. Esta hipotese explicaria os baixos valores de NMP
infectivos nas subareas impactadas durante o periodo chuvoso quando comparado ao seco.
Segundo Abbott & Robson (1991), o aumento do nivel de fésforo no solo pode influenciar
espécies de FMA habeis em colonizar as raizes das plantas e que a técnica do NMP pode
ativar alguns propagulos que nas condi¢gdes de campo ndo seriam infectivos, o que justifica os

diferentes numeros de propagulos encontrados nas subareas estudadas.
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Houve efeito isolado dos fatores (areas e periodos de amostragens), mas sem interacao
para o nimero de esporos (areas P<0,0001; periodos de amostragens P<0,0001) e percentual
de colonizagao radicular (areas P<0,0002; periodos de amostragens P<0,0001). A quantidade
de esporos na subarea AN (baixa fertilidade do solo) foi considerada alta (média de 4,2
esporos g de solo), diferenciando-se significativamente das demais subareas. Verificou-se no
periodo chuvoso maior produgio de esporos (média 3 esporos g solo) (Tabelas 4 ¢ 5). Esses
dados foram corroborados por Caproni et al. (2005), que verificaram aumento na densidade de
esporos no periodo chuvoso em areas revegetadas com Acacia mangium com cinco anos de
idade apds mineracdo de bauxita na regido de Porto Trombetas, PA. Maia & Trufem (1990)
verificaram que o numero de esporos total na rizosfera de plantas de interesse agrondomico
variou de 0,8 a 3,0 esporos g de solo. Coelho et al. (1997) também verificaram que a
densidade de esporos foi mais alta no periodo chuvoso em solo sob plantio de Eucalyptus em
Sao Paulo. Allen et al. (1998) observaram que durante a estagdo seca houve uma diminuigao
do numero de esporos e que durante a estacdo chuvosa houve aumento do nimero de esporos,
esses autores sugeriram, portanto, a ocorréncia de variacao sazonal na dinamica micorrizica.

Foi verificado no solo de caatinga nativa preservada (AN) que quando o numero de
esporos era alto o percentual de colonizagdo era baixo (Tabela 4). Louis & Lim (1987), em
solos tropicais de floresta imida também observaram que quando o ntimero de esporos era
alto a percentagem de colonizagdo era baixa, bem como quando o niimero de esporos era
baixo a colonizacdo era alta. Os autores sugeriram que a variagdo nos percentuais de
colonizacdo pode ser influenciada pela interacao entre o estado nutricional dos solos tropicais,
a planta hospedeira e o ciclo de vida dos FMA.

O percentual de colonizagdo radicular variou de 37,5 a 56,8 % entre as areas estudadas

(Tabela 4). Na area de caatinga nativa (AN) o percentual de colonizacdo radicular foi de
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37,5%, valor que se encontra dentro do percentual de colonizacao radicular que variou de 22 a
50% em solos de areas de caatinga no estado de Pernambuco (Silva et al., 2001 b).

Foi observado maior percentual de colonizacao radicular nas areas sob forte impacto
ambiental (AM = 55% e AR = 56,8%) diferenciando significativamente das demais (Tabela
4). A dependéncia micorrizica de plantas da caatinga pode estar relacionada a diversos fatores
que interferem na colonizacdo micorrizica, tais como: susceptibilidade e competitividade
nutricional dos hospedeiros, micotrofismo facultativo, fisiologia das raizes e diferentes
mecanismos de sobrevivéncia dos FMA (germinagdo de esporos, quantidade de indculo e
crescimento hifalico). Maior percentual de colonizagdo dos FMA na rizosfera das plantas foi
verificado durante o periodo seco (Tabela 5). Possivelmente, o alto nivel de fésforo no solo
verificado neste periodo, influenciou espécies de FMA hébeis a colonizar as raizes das
plantas. Além do mais, o menor percentual de colonizagdo radicular verificado durante o
periodo chuvoso, pode ser uma resposta do aumento da disponibilidade de nutrientes, devido
ao aumento da umidade no solo e intensa atividade microbiana na matéria organica neste
periodo.

Maior esporulagao foi verificada durante o periodo chuvoso (Tabela 5), porém o NMP
infectivo foi menor neste periodo quando comparado ao periodo seco (Tabela 3).
Provavelmente a presenca de esporos dormentes tenha mascarado a analise do NMP de
propagulos infectivos no periodo chuvoso. Os dados mostraram correlagdo significativa entre
o NMP de propagulos infectivos de FMA e o numero de esporo total do solo (Tabela 6).
Conseqiientemente, o potencial de inéculo de um solo, ou a capacidade dos propagulos
fingicos de um solo infectarem raizes de plantas, pode estar relacionado ao nimero de

esporos presentes (Collozi-Filho & Balota, 1994). Portanto, apesar do numero de esporos no
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solo nao fornecer o valor real de sua infectividade, pode dar uma indicagdo do nivel
populacional dos FMA (Dodd et al., 1983).

Correlagdo negativa significativa foi verificada entre 0o NMP e a colonizagao radicular
(r=0,98*) durante o periodo chuvoso (Tabela 6). As subareas AN e Al apresentaram menor
percentual de colonizagdo radicular, provavelmente devido ao elevado NMP de propagulos
infectivos verificados nessas subareas (Tabelas 3 e 4). Isto pode ter ocorrido devido a
presenga de diferentes tipos de propagulos como esporos, fragmentos de raiz micorrizada e
hifas do fungo ter permanecido no solo por mais tempo. De modo geral o NMP de propagulos
infectivos de FMA foi sempre superior ao nimero de esporo total do solo (Tabelas 3 e 4). An
et al. (1990) avaliando os métodos de NMP e de contagem direta de esporos, mencionaram
que, dependendo da espécie de FMA, o nimero de esporos pode ser menor ou maior que o de
propagulos realmente infectivos. Silva et al. (2001a) observaram que o nimero de esporos de

FMA no solo foi sempre superior ao numero de propagulos infectivos.

Conclusoes
A atividade mineradora casou danos ao local, afetando o nimero de esporos e de
propagulos infectivos de FMA e a riqueza de espécies vegetais, em relagdo a area preservada.
Confirma-se a importancia das plantas e dos FMA na manuten¢do das areas afetadas por
mineragdo de gesso. Recomenda-se a revegetacdo com mudas de leguminosas, visto que € a

familia melhor representada nas areas afetadas, podendo ser beneficiada pela micorrizagdo.
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Tabela 1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo coletado nos periodos de amostragem (chuvoso e seco), em quatro areas da mineradora
de gipsita, em Araripina, PE

Areas' pH P C Ca Mg K SO, CO; HCO; Analise Textural (%) MO Fe Dap Dr UR PMP
H,0 mg.dm>g Kg ™! - cmolc.dm™ meq.L! Areia Argila Silte (%) mg/dm’ -—-gem®- (%) 15Atm  Classe textural

Periodo Chuvoso

AN 6,28 5 1,16 590 1,30 0,43 Presenca 0,20 1,80 67 8 25 2,00 12,73 144 250 1,25 4,47 Franco arenoso
Al 572 11 1,27 20,00 9,30 0,46 Presenga 0,20 0,80 26 45 29 2,19 5250 1,21 2,55 6,90 20,51 Argiloso

AM 7,64 54 1,34 40,50 6,25 0,19 Forte Presenca 0,40 1,60 22 39 39 2,31 0,93 1,20 2,31 8,65 24,88 Franco argiloso
AR 7,65 42 0,72 68,00 9,75 0,34 Forte Presenca 0,20 1,20 27 6 67 1,24 0,41 1,28 2,58 7,00 18,14 Franco siltoso

Periodo Seco

AN 6,43 8 1,20 6,20 1,15 0,36 Presenca 0,80 5,60 74 8 18 2,07 13,73 1,34 259 040 4,67 Franco arenoso
Al 572 14 1,30 36,25 11,25 0,62 Forte Presenga 0,00 0,80 14 59 27 2,24 7980 1,13 2,44 8,60 30,65 Argiloso

AM 7,52 161 1,33 4540 3,10 0,40 Forte Presenca 0,00 1,60 22 47 31 2,29 0,71 1,10 2,36 6,80 26,93 Franco argiloso
AR 7,56 32 0,65 61,75 1,65 0,46 Forte Presenca 0,20 2,40 37 28 35 1,12 0,23 1,22 2,46 6,55 8,29 Franco siltoso

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (Al) = interface entre o depésito de rejeito e uma area de caatinga
degradada pela mineragao.
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Tabela 2. Espécies de plantas em subareas de mineragdo de gipsita no sertdo de Araripina,

Pernambuco, coletadas nos dois periodos de amostragem
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Familia/Espécie Nome vulgar Subéreas’

AN AM AR Al

Acanthaceae

Ruellia paniculata L. - X X

Dicliptera sp. - X

Amaranthaceae

Alternanthera tenella Colla Ervanso X X

Anacardiaceae

Myracrodruon urundeuva Alemao Aroeira X

Spondias tuberosa Arruda Umbuzeiro X

Annonaceae

Rollinia leptopetala R.E. Fries Bananinha X

Apocynaceae

Aspidosperma pyrifolium Mart. Pereiro X X

Asteraceae

Tagetes minuta L. Cravo-branco X X

Bignoniaceae

Arrabidaea corallina (Jacq.) Sandw. Cip6 de balaio

Boraginaceae

Heliotropium procumbens Mill. Borragem X

Bromeliaceae

Tillandsia loliacea Mart. ex Schult. f. -

Burseraceae

Commiphora leptophloeos (Mart.) Gillet. Umburana X

Cactaceae

Pilosocereus sp. Faxeiro X

Caricaceae

Jacaratia sp. Mamaozinho X

Capparaceae

Caparis hastata L. Feijao-bravo X

Caparis flexuosa (L.) L. Feijao-de-boi X X

Convolvulaceae

Ipomoea sp. Jitirana X

Ipomoea phyllomega (Vell.) House - X

Merremia sp. - X

Euphorbiaceae

Croton sonderianus Mull. Arg. Marmeleiro-preto X

Croton sp. Marmeleiro X X

Manihot sp. Manigoba X

Jatropha mollissima (Pohl.) Baill. Pinhao-bravo X

Leguminosae Caesalpinoideae

Bauhinia cheilantha Steud. Morord X

Cassia trachypus Mart ex Bemth. Canafistula X

Leguminosae Mimosoidae

Parapiptadenia zehntneri (Harms) M.P. Angico-branco X

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. Jurema-preta X

Mimosa ophthalmocentra Mart. ex. Bemth. Jurema de embira X X

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. Angico-de-caro¢o X X

Prosopis juliflora DC. Algaroba X X X

Desmanthus virgatus (L.) Willd. Anis-de-bode X




Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares...

Tabela 2. (cont.)
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Familia/Espécie

Nome vulgar

Subéreas®

AN AM AR Al

Leguminosae Papilionoideae
Rhynchosia minima (L.) DC.
Canavalia sp.

Malphigiaceae

Banisteria cotinifolia A. Juss.
Malvaceae

Sida sp.

Sida cordifolia L.

Sidastrum micranthum (A. St. —Hill.)
Nyctaginaceae

Guapira noxia (Netto) Sundell.
Rhamnaceae

Zizyphus joazeiro Mart.
Sapindaceae

Allophylus quercifolia (Mart.) Radlk.
Selaginellaceae

Sellaginela convoluta Spring.
Vitaceae

Cissus simsiana Schult & Schult f.

Feijaozinho-de-capoeira

Malva
Malva-grossa
Malva-preta
Piranha
Juazeiro

Jerico

Parreira-brava

X
X
X
X
X
X
X
X X
X
X
X

Total

25 14 5 10

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al) =
interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao.

Tabela 3. Numero mais provavel de propagulos de fungos micorrizicos arbusculares em areas

de caatinga nativa e impactada pela mineragdo de gipsita, em dois periodos de coleta

Areas! Periodo Chuvoso Periodo Seco
(N° propégulos g™ solo)
AN 170 (52-561)* 540 (164-1.782)
Al 26 (8-86) 180 (55-594)
AM 22 (7-73) 140 (42-462)
AR 17 (5-56) 130 (39-429)

*Em paréntese, minimo e maximo limite de confianca a 95% de probabilidade (Cochran,
1950). '(AN) = caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al) =
interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao.
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Tabela 4. Colonizagao radicular e nimero de esporos de FMA em solos de caatinga nativa e
impactado por mineragdo de gipsita, obtidos sem ciclos de multiplicagdo, independentemente

do periodo de coleta

Areas’ Colonizac¢do Radicular (%0)* NGmero de esporos g™ solo**
AN 37,5b 4,2a
Al 42,5b 0,7b
AM 55,0a 1,2b
AR 56,8 a 1,4b
CV(%) =23 CV(%) =30

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05). *Médias originais, transformadas em V(X+0,5) para a andlise de variancia
(n=30). **M¢dias originais, transformadas em Log (X+1,5) para a analise de varidncia
(n=20). '(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al)

= interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineracao.

Tabela 5. Colonizagao radicular e no numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
em solos de caatinga nativa e impactada pela mineracdo de gipsita, obtidos sem ciclo de

multiplicagdo, independentemente da area de coleta

Periodo Colonizac¢do Radicular (%0)* NGmero de esporos g~ solo**
chuvoso 26,4 b 3,0a
seco 69,5 a 0,7b
CV(%) =123 CV(%) =30

Meédias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05). *M¢édias originais porém para a analise de varidncia foram transformadas
em V(X+0,5) (n=60).**M¢édias originais, porém para a andlise de varidncia foram

transformadas em Log (X+1,5) (n=40).

Tabela 6. Coeficiente de correlagdo de Pearson (r) entre o nimero mais provavel (NMP) de
propagulos infectivos de FMA (periodo chuvoso e seco), nimero de esporo e percentual de

colonizacdo radicular. * = correlagdo significativa (P<0,05), ns = ndo significativo

Variaveis Periodos

chuvoso Seco

Esporos X NMP 0,98* 0,95*
Colonizacéo radicular X NMP -0,98* -0,66 ns
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CAPITULO I1I

PRODUCAO DE PROTEINA DO SOLO RELACIONADA A
GLOMALINA E ATIVIDADE MICROBIANA EM SOLOS
IMPACTADOS POR MINERACAO DE GESSO NO SEMI-ARIDO
BRASILEIRO, ARARIPINA-PE

Artigo a ser submetido para publica¢do no periodico Environmental Pollution
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Resumo

As atividades de mineragdo envolvem a retirada da cobertura vegetal, com remog¢ao da
camada organica do solo, causando grave impacto ambiental, refletido nas populagdes
microbianas e suas atividades. Areas de caatinga no semi-arido brasileiro estio sendo
utilizadas para extracdo de gesso, acarretando alteragdes ambientais que precisam ser
avaliadas. Diversos parametros sdo usados para medir a atividade microbiana no solo. Entre
esses vem sendo proposta a glomalina, glicoproteina produzida pelos fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), cuja concentragdo no solo varia em resposta a perturbacdes no ambiente.
Foram estudadas areas preservada e explorada por mineragdo gesseira, em Pernambuco,
visando avaliar e comparar o estado bioldgico de solos, assim como quantificar a produgado de
glomalina por FMA nos periodos de amostragem (chuvoso e seco) e fornecer subsidios para
sua recomendagdo como indicador bioquimico da qualidade do solo. Coletas de solo foram
realizadas em 4 areas: 1- nativa preservada (AN); 2 — arredores da mina (AM); 3 — rejeito
(AR); 4 — interface entre a area de rejeito ¢ a area de caatinga degradada (Al), em periodo
chuvoso (Dez/2003) e seco (Set/2004). Em geral, os valores de hidrolise do diacetato de
fluoresceina (FDA), C da biomassa microbiana, respiracao basal e o nimero mais provavel de
propagulos (NMP) de fungos, bactérias e actinomicetos foram maiores no solo de caatinga
preservada quando comparada com as areas impactadas. A atividade gesseira reduziu a
concentragdo de glomalina facilmente extraivel (GFE) em relagdo ao encontrado na area de
caatinga nativa nos dois periodos de amostragem. Maiores depdsitos de glomalina total (GT)
também ocorreram na area nativa, especialmente durante o periodo chuvoso. A atividade
mineradora produziu impacto negativo na microbiota do solo, reduzindo o NMP de
microrganismos e a atividade enzimatica total. A biomassa microbiana foi significativamente
menor na area de rejeito. Confirma-se a possibilidade de utilizagdo da fragdo facilmente
extraivel de glomalina como indicadora da qualidade do solo, considerando que esta apontou

diferengas entre os solos das areas estudadas.

Palavras-chave: Glicoproteina; Biomassa microbiana; Atividade gesseira; FMA; NMP.
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Introducéo

A regido do Araripe, localizada no sertdo de Pernambuco, ocupa area total de 1.914,4
Km® e tem como principal atividade econdmica a industria de gesso. O chamado pélo gesseiro
do Araripe possui 40% das reservas de gipsita do mundo e atende a 95% da demanda de gesso
do mercado nacional. A mineracao de gipsita destaca-se pela importancia econdomica e social,
absorvendo sobretudo trabalhadores da regido. Entretanto, esta atividade envolve a retirada da
cobertura vegetal, com a remocdo da camada organica do solo, causando grave impacto
ambiental. Devido a alta sensibilidade relacionada a atividade antropica e a simplicidade de
determinag¢do, a avaliacdo de atributos microbiologicos e bioquimicos pode ajudar a
identificar as principais limitagdes do ecossistema impactado e sugerir estratégias visando
manter a sua sustentabilidade (Gianfreda & Bollag, 1996; Melloni et al., 2001; Silveira et al.,
2006).

Métodos para estimar a atividade microbiana em solos da regido semi-arida sdo
fundamentais no monitoramento ambiental e recuperacdo de areas degradadas (Pereira et al.
2004). Estudos sobre o impacto de alteragcdes ambientais nas populagdes microbianas e suas
atividades tém utilizado parametros como: nimero total de microrganismos do solo (bactérias
e fungos), estimativa do carbono da biomassa microbiana, quociente metabdlico (qCO,),
hidrolise do diacetato de fluoresceina (FDA) e taxa respiratéria microbiana (Sarig &
Steinberg, 1994; Garcia et al., 2004).

A biomassa microbiana pode funcionar como reserva de nutrientes facilmente
disponivel ou como catalisador na decomposicdo da matéria organica (Garcia et al. 2004).
Além de atuar como agente da transformacdo bioquimica dos compostos organicos, a

biomassa constitui um reservatério de N, P e S no solo (Wardle, 1992). A estimativa da
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biomassa microbiana pode fornecer dados tuteis sobre modificagdes nas propriedades
bioldgicas dos solos (Jordan et al., 1995).

A respiragdo microbiana ¢ utilizada como indicador da qualidade dos solos em areas
degradadas, estando relacionada com a perda de carbono orgénico do sistema solo-planta para
a atmosfera, ciclagem de nutrientes e respostas a estratégias de manejo do solo (Parkin et al.,
1996). Valores de quociente metabdlico (qCO,), razdo entre C-CO, e C da biomassa sdo
ferramentas fundamentais na elucidagao de fluxos de entrada de elementos ou energia através
da biomassa microbiana do solo, além de constituirem indicadores sensiveis de sucessoes em
um ecossistema (Anderson & Domsch, 1989).

O uso da hidrolise do FDA ¢ uma medida para avaliar o impacto de praticas agricolas
no solo (Aon et al., 2001; Taylor et al., 2002), que pode ser afetada por varios fatores. Estes
influenciam a producao, a atividade, o comportamento catalitico e a persisténcia das enzimas
no solo (Gianfreda & Bollag, 1996; Andrade & Silveira, 2004).

A perturbagdo do solo resulta em diminui¢ao das popula¢des de microrganismos, entre
0s quais se encontram os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), interferindo na
comunidade vegetal. Os FMA s3o componentes importantes de sistemas sustentaveis,
melhorando o estado nutricional do fotobionte associado e a estruturacdo do solo via agdo
conjunta do micélio externo e seus subprodutos. Entre esses, a glomalina, glicoproteina
insoluvel produzida pelos FMA, esta relacionada a agregacdo de particulas devido as suas
caracteristicas adesivas e ¢ considerada a maior fonte de carbono da matéria organica no solo
(Wright & Nichols, 2002, Rillig, 2004), contribuindo para melhor qualidade edafica (Rillig et
al., 2002). Rillig et al. (2003) sugerem que a quantificagdo de glomalina no solo pode

constituir importante indicador de mudancgas causadas pelo uso da terra, indicando também a
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sua reabilitacdo. O efeito do impacto da atividade gesseira sobre a produ¢ao de glomalina nao
¢ conhecido, sendo esta a primeira investigacao sobre o tema.

Constituem objetivos deste trabalho avaliar e comparar o estado bioldgico de solos em
areas de caatinga nativa preservada e impactada por mineracdo de gesso, assim como
quantificar a produ¢ao de glomalina por FMA nos periodos de amostragem (chuvoso e seco) e

fornecer subsidios para sua recomendagdo como indicador bioquimico da qualidade do solo.

Material e Métodos

- Areas de estudo: Foram selecionadas areas de caatinga nativa e impactada por mineragio
de gipsita no municipio de Araripina, Pernambuco (7° 29’ 00” S, 40° 36° 00” W). A regido
apresenta clima Semi-arido mesotérmico, a vegetacao que predomina ¢ caracterizada como
caatinga hiperxerofila, sobre solo do tipo Latossolo Vermelho Amarelo Distrofico (Cavalcanti
& Lopes, 1994).

- Coletas: Foram realizadas coletas em quatro arecas da mineradora: 1 - caatinga nativa
preservada (AN), considerada como controle; 2 - arredores da mina (AM); 3 - rejeito (AR); 4
- interface entre o depoésito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao (Al),
em dois periodos de amostragem: chuvoso (Dez/2003) com temperatura mensal entre 34,0 °C
(Méx.) e 17,6 °C (Min.), umidade relativa de 22,2% (Min.) e precipitagio de 28,7 mm
(Média); e seco (Set/2004) com temperatura mensal entre 33,2 °C (Méx.) e 17,3 °C (Min.),
umidade relativa de 22,4% e precipitacdo de 1,3 mm (Média) (Fonte: Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria-IPA/Araripina-PE). Em cada area foram coletadas dez amostras
compostas de solo (5 a 20 cm de profundidade) da rizosfera, sendo os pontos definidos
aleatoriamente. Andlises fisicas e quimicas do solo foram realizadas no IPA (Tabela 1).

- Andlises do Carbono microbiano, respiragdo basal, hidrolise de diacetato de
fluoresceina (FDA) e quociente metabolico (qCO,)
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O carbono da biomassa microbiana foi determinado segundo Vance et al. (1987).
Amostra de 5g de solo, com capacidade de campo ajustada a 50% permaneceu em repouso
por 24 h no escuro. Apos este periodo adicionou-se 0,4 mL de cloroféormio e o solo
permaneceu em recipiente fechado por 30 min. Como solugao extratora foi utilizado 40 mL de
sulfato de potassio (K,SO4 0,5M). Os extratos obtidos apds agitagcdo (150 rpm, 1h) e filtragao
(Whatman n° 1) das amostras foram armazenados a - 4°C, até o momento da analise do
carbono microbiano. O mesmo procedimento foi adotado nas amostras ndo fumigadas. A
determinagdo do carbono da biomassa microbiana foi realizada pelo método de oxidagdo com
dicromato de potassio apos digestdo acida a 100 °C e posterior titulagdo com sulfato ferroso

amoniacal, utilizando ferroina como indicador.

A respirometria do solo foi avaliada segundo Grisi (1997). Amostras com 5g de solo,
depois de ajustadas a 40% da capacidade de campo, foram mantidas em frascos de vidro
hermeticamente fechados contendo um recipiente com 10 mL de KOH 0,5N. Apos incubagao
(28 °C) no escuro por 15 dias, o CO, absorvido foi determinado por titulagdo com HCI 0,1N,
usando-se fenolftaleina e alaranjado de metila como indicadores de pH. Os valores de CO;

acumulados foram expressos em pg de C g™ de solo seco.

O quociente metabolico (qCO;), razdo entre a respiracdo do solo e a biomassa
microbiana foi calculado segundo Anderson & Domsch (1978), expresso em pg h' de C-

CO»/pg g de C da biomassa no solo seco.

A atividade hidrolitica do diacetato de fluoresceina (FDA) foi estimada segundo
Swisher & Carrol (1980). Amostras de 5g de solo foram transferidas para Erlenmeyer (250
mL), juntamente com 20 mL de tampdo fosfato de potassio (60 mM) pH 7,6 e 0,2 mL de
solucdo estoque de FDA (2 mg/mL acetona). Apds incubagao (25 °C, 20 min.) sob agitagao

(160 rpm), a reagdo foi interrompida pela adicdo de 20 mL de acetona. As suspensdes de solo
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foram filtradas (filtro Whatman n° 1) e a leitura realizada em espectrofotometro a 490 nm. A
curva padrao foi obtida adicionando-se aliquotas de FDA nas quantidades de 0-400 pg em 5
mL de tampao fosfato. Os tubos foram pré-hidrolisados em &agua fervente por 1 h e
transferidos para Erlenmeyrs contendo 5g de solo e 15 mL de tampao fosfato. Os resultados

o -1
foram expressos em Pg de fluoresceina g de solo seco h™.

- Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Microrganismos do Solo

O NMP de bactéria, actinomicetos e fungos do solo foi determinado pelo método do
plaqueamento por gotas, ap6s diluicdo de amostras de solo em meios de cultura mantidos a 45
°C, conforme Jahnel et al. (1999). Foram preparadas dilui¢des para bactérias a partir de 10~ a
107 e para actinomicetos e fungos a partir de 107 a 10°. Os meios utilizados foram: agar
nutrientes para bactérias e actinomicetos e meio Martin para fungos totais. Utilizou-se 3
placas (cada com 5 gotas) por diluicdo, as placas com os meios inoculados foram incubadas
em estufa a 28 °C e avaliadas aos trés dias para bactérias e aos sete dias para os fungos. A
presenca de unidades formadoras de colonias (UFC) foi verificada com o auxilio de
estereomicroscopio. O crescimento em uma gota indica a presenca de pelo menos um
propagulo viavel transferido para o meio de cultura. Estimou-se o0 NMP de microrganismos
do solo em cada uma das diluigdes com o auxilio da tabela de probabilidade de ocorréncia
(Cochran, 1950).
- Anélises de glomalina facilmente extraivel (GFE) e total (GT): Foram quantificadas duas
fragdes de glomalina a GFE e a GT, seguindo-se a metodologia de Wright & Upadhyaya
(1998). Para a GFE, 2 mL de citrato de sodio (20 mM; pH 7,0) foram adicionados a 0,25g de
agregados (classe 1-2 mm), seguindo-se a extra¢do em autoclave (121°C/30 min) e posterior
centrifugacao (10000g/5 min). A fragao GT foi extraida a partir da adicao de 2 mL de citrato

de sodio (50 mM; pH 8,0) ao sedimento resultante da extracdo da fracdo GFE, sendo
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conduzidos oito ciclos (1h) de extracdo em autoclave. Ao final de cada ciclo, o material era
centrifugado e o sedimento resuspenso com 2 mL da solugdo extratora. Os sobrenadantes de
ambas as fragdes foram armazenados (- 4 °C) e a glomalina quantificada (Bradford, 1976),
usando albumina bovina como padrio.
- Analises estatistica

Os dados de biomassa microbiana, FDA, respirometria, GFE, GT (5 repeti¢des/
tratamento) ¢ NMP de microrganismos do solo (3 repeti¢cdes/tratamento) foram submetidos a
analise de varidncia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05)
usando o programa Sanest (Zonta et al., 1984). Para analises, os valores de biomassa
microbiana foram transformados em V(X), os de GT em V(X+0,5), os do FDA e do NMP em

V(X+0,5).

Resultados e Discusséo

A andlise de variancia indicou interagdo entre areas e periodos de amostragem para o
FDA (P<0,0001) e para o NMP de fungos do solo (P<0,0001). Houve efeito isolado do fator
area para o carbono da biomassa microbiana (P<0,002) e para o NMP de bactérias (P<0,0002)
e de actinomicetos (P<0,0001). Para a respiragdo basal, houve efeito isolado dos fatores (areas
P<0,0001; periodos de amostragem P<0,0001), mas sem interagdo. Para o quociente
metabolico (qCO,) ndo houve diferencas significativas entre os fatores areas (P = 0,10657) e
periodos de amostragem (P = 0,71469) e nem para interacdao (P = 0,79095). Houve interacao
(P<0,0001) entre areas e periodos de amostragem para a producdo de glomalina facilmente
extraivel (GFE). Por outro lado, para a glomalina total (GT) houve efeito isolado dos fatores
(areas P<0,004; periodos de amostragem P<0,0001), mas sem interacao.

O C da biomassa microbiana foi menor nas areas impactadas, embora s6 tenha diferido

estatisticamente entre a area de rejeito e as areas nativa e de interface (Tabela 2). Isto pode
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estar relacionado ao fato do C organico total e a matéria organica nao ter variado entre as
areas, exceto para a de rejeito (Tabela 1). Os valores encontrados para o C da biomassa
microbiana estdo dentro da faixa referida por outros autores para o cerrado, mata ciliar e
floresta de eucalipto (Alvarenga et al., 1999; Melloni et al., 2001; D’Andréa et al., 2002),
porém, valores bem inferiores foram observados em outra drea com solo nativo do semi-arido,

em Pernambuco (Pereira et al., 2004).

Como a respira¢ao do solo diminuiu nas areas com maior impacto ¢ ndo houve severa
diminui¢do na biomassa (Tabela 2), infere-se que a comunidade microbiana estaria com
atividade metabolica reduzida por causa do forte impacto da atividade gesseira, o que
contribuiu para elevar os niveis de pH nessas areas (Tabela 1). Ohya et al. (1998) sugeriram
que a respiracdo basal estd muitas vezes relacionada com o C da biomassa e com a
comunidade metabolicamente inativa ou em estado de dorméncia. Segundo Insam et al.
(1996), solos impactados por agdo antropica estariam sob estresse, havendo menor eficiéncia
de utilizacdo do C, o que resulta em maior liberagdo de CO, por unidade de substrato.
Santruckova & Straskraba (1991) referiram que mudangas na atividade respiratéria devido ao
estresse estdo relacionadas com alteragdes na biomassa microbiana.

As amostras de solo da area de caatinga nativa preservada apresentaram maior
liberagdo de C-CO; por unidade de tempo que as amostras das areas impactadas (Tabela 2)
durante o periodo chuvoso em relagdo ao seco (24,5 e 21,2 ug CO, g solo seco dia”,
respectivamente) indicando que a comunidade microbiana nessa area ¢ mais ativa que nas
demais. Maior valor de respiracao microbiana deve-se a ciclagem mais intensa da populagdo
microbiana, com conseqlientemente consumo maior de energia para sobrevivéncia (Melloni et

al., 2001).
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Maior numero de propagulos foi registrado na area de caatinga nativa, em relacao as
areas impactadas (Tabelas 3 ¢ 4). Maior ciclagem de matéria organica (Tomar et al., 1983;
Fernandes et al., 1997) e/ou presenca de residuos organicos propiciando maior relagdo C/N
(Eira, 1992) esta favorecendo a populagdo e a atividade de microrganismos nesse ambiente.
Nahas et al. (1994) verificaram que parametros quimicos como pH, fosforo disponivel e

matéria organica estimularam a populagdo de bactérias.

A atividade enzimatica total do solo (FDA) foi influenciada pelo periodo de
amostragem, com maiores valores nas areas nativa e de interface durante o periodo chuvoso,
quando comparado ao seco (Tabela 5). Nas demais areas impactadas os valores da atividade
enzimatica nao diferiram. Ao contrario do encontrado, Pereira et al. (2004) mencionaram que
a atividade de hidrolise do FDA foi maior no periodo seco em solo do semi-arido cultivado
com Atriplex nummularia. Swisher & Carroll (1980) demonstraram que esse parametro
(hidrolise do FDA) ¢ diretamente proporcional a populagdo microbiana.

Em geral o FDA, o C da biomassa microbiana, a respiragdo basal ¢ o NMP de fungos,
bactérias ¢ de actinomicetos foram maiores no solo de caatinga nativa preservada,
possivelmente em virtude do maior fornecimento de matéria organica para a ciclagem de
nutrientes em relagdo a area de rejeito. Em solos de mata nativa, as perdas de nutrientes sao
menores em relagdo aos impactados, em conseqiiéncia da maior diversidade floristica e
microbiolégica, melhor cobertura do solo durante o ano e maior imobilizagdo no solo

(Melloni et al., 2001).

A alteracao produzida pela atividade gesseira reduziu a concentragdo de GFE nas areas
afetadas em relacdo ao encontrado na subarea de caatinga nativa, nos dois periodos de
amostragem (Figura 1). A fracao GFE ¢ aquela recém depositada pelas hifas dos FMA no solo

(Rillig, 2004). Portanto, o registro de menores valores de glomalina nas areas impactadas
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demonstra a influéncia negativa da atividade mineradora sobre os FMA, responsaveis pela
sintese deste glicoconjugado. Elevados teores de Ca e a forte presenga de SO4 (Tabela 1) nas
areas impactadas podem ter contribuido para a baixa produgdo de GFE.

Maior concentragdo de GFE foi registrada no periodo chuvoso na area de caatinga
nativa, enquanto na area Al ocorreu o inverso. Na area nativa, onde as condi¢des ambientais
sdo mais adequadas, o periodo chuvoso propiciou a formagdo de novas raizes, necessarias
para maior proliferacdo de FMA e, conseqiientemente, maior concentracdo de GFE no solo.
No periodo seco, as espécies de FMA presentes na area Al, cuja estrutura do solo estd
comprometida pela atividade gesseira, utilizaram estratégias de sobrevivéncia (persisténcia),
aumentando o numero de propagulos no solo, como mecanismo de defesa as condigdes
adversas e propiciando aumento da GFE no solo. Hart et al. (2001) sugeriram que os FMA
utilizam duas estratégias (colonizagdo e persisténcia) para sobreviver em um 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 condigdes
adversas.

Nao houve diferenca significativa considerando os periodos de amostragem nas
demais subareas (AM e AR) (Figura 1). Diferencas no numero de propagulos infectivos e de
esporos de FMA em fungdo do periodo da amostragem (seco ou chuvoso) tém sido registradas
em areas de caatinga nativa (Souza et al., 2003).

Maior produgdo de glomalina total (GT) ocorreu no periodo chuvoso em relagdo ao
seco (3,4 ¢ 2,7 mg glomalina g”' de agregado, respectivamente) na area de caatinga nativa,
quando comparada com as demais areas estudadas, que ndo diferiram entre si (Figura 2). As
baixas estimativas na producdo de GT nas areas impactadas (AI, AM e AR) sugerem que a

estrutura do solo foi comprometida pela atividade gesseira. Possivelmente o que foi extraido



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 133

representa depdsitos anteriores na area nativa, pois a glomalina pode permanecer no solo por

até 42 anos (Rillig et al., 2001).

O impacto antropico representado pela exploracdo gesseira provavelmente prejudicou
a producdo de micélio externo, responsavel pela sintese de glomalina. Em areas preservadas
consegue-se extrair >60 mg de glomalina total/g de solo (Rillig et al., 2001). No presente
estudo os valores foram comparativamente menores (Figuras 1 e 2). Por outro lado, na area
nativa a produgdo de glomalina (+ 4,5 mg glomalina total g solo seco) foi superior ao

referido para outros solos de regides semi-aridas (Bird et al., 2002; Silva, 2006).

De modo similar ao obtido por Rillig et al. (2003), foi registrada relagdao linear
negativa entre pH do solo e as fragdes de glomalina (Tabela 6), enquanto o C foi
positivamente relacionado, como registrado em outras pesquisas (Bird et al., 2002; Wuest et
al., 2005). Por outro lado, os teores de P, Ca e Mg no solo foram negativamente relacionados
com a producdo de glomalina, como referido também por Lovelock et al. (2004). A relagao
linear negativa entre os teores de Na e a produgdao de GFE (Tabela 6) indica que este elemento
pode afetar a atividade dos FMA, considerando que a presenca de sais de s6dio no solo
influencia a simbiose micorrizica arbuscular (Maia & Yano-Melo, 2005).

A relagao linear positiva entre as fragdes de glomalina e os teores de Fe no solo
(Tabela 6) traduz a importancia deste elemento para produgdo da proteina, considerando que
esta pode apresentar até 8% de ferro na sua estrutura (Wright & Upadhyaya, 1998).

Concordando com Harner et al. (2005) a alta taxa respiratoria (Tabela 2) e as maiores
concentragdes de glomalina facilmente extraivel e total (Figuras 1 e 2) observadas na area de
caatinga preservada, indicam estado de equilibrio deste ecossistema e possivel habilidade da
microbiota heterotrofica aerdbica em utilizar a por¢ao glicidica desta proteina nos processos

oxidativos.



Mergulhdo, Adalia C.E.S. Aspectos ecologicos e moleculares... 134

Conclusdes

O impacto ambiental por atividade gesseira reduz o nimero de fungos e bactérias, a
atividade e biomassa microbianas ¢ a produ¢do de glomalina por FMA, em comparagdo com a
area nativa, que apresenta maior atividade biologica. Confirma-se a possibilidade da
utilizagdo da fracdo facilmente extraivel de glomalina como indicadora da qualidade do solo,
considerando que apontou diferengas entre os solos da area de caatinga preservada e das areas
impactadas. A sazonalidade tem influéncia na concentracdo da glomalina no solo com
maiores registros durante o periodo chuvoso. Sdo necessarios novos estudos sobre a
glomalina em solos de areas de extragdo de gipsita para comparagdo com os resultados

apresentados.
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Tabela 1 Caracteristicas quimicas e fisicas do solo coletado nos periodos de amostragem (chuvoso e seco), em quatro subareas da
mineradora de gipsita, em Araripina, PE

Subareas pH P C Ca Mg K SO, CO; HCO; Analise Textural (%) MO Fe Dap Dr UR PMP
H,0 mg.dm>g Kg"! -~ cmolc.dm™ meq.L! Arcia Argila Silte (%) mg/dm’ --glem’-- (%) 15Atm  Classe textural

Periodo Chuvoso

AN 6,28 5 1,16 590 1,30 0,43 Presenca 0,20 1,80 67 8 25 2,00 12,73 144 2,50 1,25 4,47 Franco arenoso

Al 572 11 1,27 20,00 9,30 0,46 Presenga 0,20 0,80 26 45 29 2,19 5250 1,21 2,55 6,90 20,51 Argiloso

AM 7,64 54 1,34 40,50 6,25 0,19 Forte Presenga 0,40 1,60 22 39 39 231 0,93 1,20 2,31 8,65 24,88 Franco argiloso

AR 7,65 42 0,72 68,00 9,75 0,34 Forte Presenga 0,20 1,20 27 6 67 1,24 041 1,28 2,58 7,00 18,14 Franco siltoso
Periodo Seco

AN 6,43 8 120 6,20 1,15 0,36 Presenca 0,80 5,60 74 8 18 2,07 13,73 1,34 2,59 0,40 4,67 Franco arenoso

Al 572 14 1,30 36,25 11,25 0,62 Forte Presenga 0,00 0,80 14 59 27 2,24 7980 1,13 2,44 8,60 30,65 Argiloso

AM 7,52 161 1,33 45,40 3,10 0,40 Forte Presenca 0,00 1,60 22 47 31 2,29 0,71 1,10 2,36 6,80 26,93 Franco argiloso

AR 7,56 32 0,65 61,75 1,65 0,46 Forte Presenca 0,20 2,40 37 28 35 1,12 0,23 1,22 2,46 6,55 8,29 Franco siltoso

'(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito ¢ (AI) = interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga

degradada pela mineragao.
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Tabela 2. Carbono da biomassa microbiana e respiragdo basal em amostras de solo de areas
de caatinga nativa e impactada por mineragdo de gipsita, Araripina/PE, independentemente do
periodo de amostragem

AREAS.  C-BIOMASSA MICROBIANA? RESPIRACAO BASAL?
(ug C g™ solo seco)” (g CO, g™* solo seco dia™)
AN 311,91 a 30,50 a
Al 285,24 a 23,19b
AM 226,28 ab 20,24 ¢
AR 184,38 b 17,82 ¢

'CV(%) = 14,57 CV(%)=9.51

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05) (n=5). **Médias originais, porém para a andlise de variancia foram
transformadas em V(x). *(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) =
rejeito e (Al) = interface entre o depdsito de rejeito € uma area de caatinga degradada pela mineragéo.

Tabela 3. Nimero mais provavel de propagulos de fungos em amostras de solos de caatinga
nativa e impactada por mineracao de gipsita, em dois periodos de coleta

AREAS? PERIODO CHUVOSO* PERIODO SECO"
(U.F.C g™ solo)?
AN 1,2 x 10° bA 59x10° aA
Al 0,7 x 10° aA 0,0 bB
AM 0,3 x 10° aA 0,0 aB
AR 0,5x 10° aA 0,4x 10° aB
CV(%) =19

"Médias seguidas da mesma letra mintscula, na linha, ou maiuscula, na coluna, nido diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=3). *Médias originais, porém para a anélise
de varidncia foram transformadas em V(X+0,5). *(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) =
arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al) = interface entre o depdsito de rejeito ¢ uma area de caatinga
degradada pela mineragao.

Tabela 4. Numero mais provavel de propagulos de bactérias e actinomicetos em amostras de
solos de caatinga nativa e impactada por mineragao de gipsita, independentemente do periodo
de coleta

AREAS® BACTERIAS! ACTINOMICETOS!
(U.F.C g™ solo)?
AN 3,1x10°a 25,8x10° a
Al 0,8x 10°b 1,4x10°b
AM 0,7x10°b 0,3x10°b
AR 0,4x10°b 0,3x10°b
CV(%) =21 CV(%) =35

"Médias seguidas da mesma letra, mintscula, na coluna, ndo difere significativamente entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05) (n=3). *Médias originais, porém para a andlise de varidncia foram
transformadas em V(X+0,5). *(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) =

rejeito e (Al) = interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragao.
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Tabela 5. Atividade de hidrdlise do diacetato de fluoresceina (FDA) em amostras de solo de
areas de caatinga nativa e impactada por mineragdo de gipsita, Araripina/PE

AREAS™ PERIODO CHUVOSO PERIODO SECO
g FDA hidrolisado g™ solo seco h™”
AN 39,96 aA 29,98 bA
Al 46,59 aA 7,01 bB
AM 26,34 aB 25,89 aA
AR 1,00 aC 1,00 aC

CV(%) 12,93

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ou em maiuscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0,05) (n=5). Médias originais, porém para a analise
de varidncia foram transformadas em V(X+0,5). **(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) =
arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al) = interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga
degradada pela mineracgao.

Tabela 6. Coeficientes de correlagdo simples de Pearson (r) entre as variaveis estudadas
(P<0,05)

GFE GT Fe C P pH Ca Mg Na
GFE -
GT 0,60 -
Fe 0,60 0,43 -
C 0,36 ns ns -
P -0,43 -0,37 -0,39 ns -

pH -0,51 -0,44 -0,56 -0,48 0,58 -

Ca -0,71 -0,55 -0,57 -0,44 0,48 0,68 -

Mg -0,40 -0,37 ns ns ns ns ns -

Na -0,47 ns ns ns ns ns ns ns -

ns= nao significativo; GFE = proteina do solo relacionada a glomalina (fragcdo facilmente extraivel);
GT = proteina do solo relacionada a glomalina (fragdo total).
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Figura 1. Glomalina facilmente extraivel (GFE) em amostras de solo de areas de caatinga
nativa e impactada por atividade gesseira em Araripina, PE. (AN) = caatinga nativa
preservada; (Al) = interface entre o deposito de rejeito e uma area de caatinga degradada
pela mineracdo; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito. Médias seguidas da mesma
letra maitscula, entre as dreas em cada periodo e mintscula, entre os periodos de coleta
em cada area, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 2. Glomalina total (GT) em amostras de solo de areas de caatinga nativa e impactada
por atividade gesseira em Araripina, PE, independentemente do periodo de coleta. (AN) =
caatinga nativa preservada; (Al) = interface entre o deposito de rejeito e uma area de
caatinga degradada pela mineracdo; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito. Médias
seguidas da mesma letra maiuscula, entre as areas, nao diferem significativamente pelo teste
de Tukey (P<0,05). Médias originais, porém para a andlise de varidncia foram
transformadas em V(X+0,5)
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ABSTRACT

The ARDRA technique consists of the amplification of rDNA regions like the ITS and digestion with
restriction enzymes. It has been used in studies of microbial diversity associated to different soils as it
is fast and useful to evaluate differences within phylogenetic groups. Thus, the ARDRA technique was
applied to distinguish AMF species from a impacted semiarid soil. The ITS region, amplified with the
primers ITS1 and ITS4, of AMF spores was analysed. The products of amplification were digested
with the restriction enzymes Hinfl, Rsal, Mbol, Alul e Tagl. The band patterns obtained by restriction
digestion, except for the Alul, allowed the distinction at the molecular level, of the following AMF
species: Paraglomus occultum, Glomus mosseae, Glomus intraradices and Glomus etunicatum. The
results obtained with the application of ARDRA, especially when Tagl is employed, showed that this
technique has a potential to be used as a maker to differentiate the studied AMF species.

Key words: Impacted areas, molecular techniques, restriction enzymes, ITS.
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INTRODUCTION

The arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are
distributed in most terrestrial ecosystems,
representing the widest association between plants
and fungi found in nature. Mycorrhized plants
present higher capacity of nutrient uptake, and
resistance to biotic and abiotic stresses than non
mycorrhized plants (Souza and Silva, 1996). The
identification and characterization of these fungi
are the first step for studying the association.
Many molecular techniques have been used to
study the AMF, improving the knowledge of
phylogenetic,  cytogenetic,  functional  and
ecological aspects, and the selection of one or
more techniques is a function of the research
objective (Salles and Souza, 1998). Analysis of
restriction fragments of PCR amplified DNA
constitute a powerfull tool that allow the detection
of variability from small amounts of DNA and has
been applied successfully for identification of
AMF (Salles and Souza, 1998). The restriction
analysis of the amplified ribossomal DNA
(ARDRA) is a technique of the RFLP type
(restriction fragment lenght polymorphism), and is
based on the degree of conservation of the
restriction sites of the rDNA (nuclear ribosomal
DNA unit) that reflect phylogenetic patterns. The
ARDRA is very useful for a rapid analysis of
fungal diversity in any environment (Grifoni et al.
1995). The fragment of rDNA to be amplified for
analysis of intra-specific diversity or between
groups of isolates with high phylogenetic affinity
should include the internally transcribed spacers
(ITS1, ITS2), a region that presents high
variability in both, the composition of bases and in
the fragment size (Rosado et al. 1999). A number
of studies showed the utility of this technique to
differentiate bacterial strains and fungal isolates
(Azevedo, 1998; Laguerre et al. 1996; Lana, 2004;
Martins, 2005; Oliveira and Costa, 2002).
Semiarid soils have a high diversity of plant and
fungi (AMF) but identification of AMF is based
on morphological character of spores is difficult,
mainly when spores are in low amounts as occurs
in impacted areas, thus alternative techniques
should be employed to allow identification and
further studies with AMF that can be useful for
helping the establisment of plants and revegetation
of impacted semiarid areas. The aims of this study
are to diferentiate AMF species with high
phylogenetic affinity by comparison of their ITS
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restriction patterns (ITS-ARDRA) and to test the
usefulness of the technique for studies on AMF
diversity.

MATERIALS AND METHODS

Soil samples were collected from an impacted
gypsite mining area in Araripina, Pernambuco
State Brazil. Spores of AMF present in the
samples were multiplied in successive cycles of
greenhouse pot culturing in soil with sorghum and
peanut as hosts. After three months, spores of
AMF were extracted from soil by wet sieving
(Gerdemann and Nicolson 1963) and sucrose
centrifugation (Jenkins 1964) and selected on a
stereomicroscope. Similar spores were grouped,
mounted is glass slides with PVLG or Melzer
reagent + PVLG (1:1) and observed at the light
microscope for identification at the species level
(Schenck and Pérez, 1990;
http://invam.caf.wvu.edu).  After identifying,
spores of four species (Paraglomus occultum
Morton & Redecker, Glomus mosseae Gerdemann
& Trappe, Glomus etunicatum Becker &
Gerdemann and Glomus intraradices Schenck &
Smith) were separated and the DNA extracted
using the method described by Lanfranco et al.
(2001). Aproximately 150 to 200 spores of each
AMF species were sonicated (3 to 4 cycles of 30
s), broken with the aid of a micropestle in 50 uL. of
1X reaction buffer (LABTRAD do Brasil LTDA)
with 10 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 1.1
mM MgCl,, incubated at 95 °C for 15 min and
centrifuged at 10.000 g for 5 minutes. The
supernatant was stored at -20 °C. The PCR
reaction consisted of 3 pL of total DNA added to
the mix to a final volume of 25 pL, containing 10
mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.1 mM
MgCl,, 10 mM of each dNTPs, 25 ng of each
primer ITS1(5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’)
and ITS4 (5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)
(White et al. 1990) and 2 units of Taq DNA
polymerase  (Invitrogen”). The amplification
reactions were carried out in termocycler M. J.
Research, Inc. (USA) PCR, model PTC 100, using
a program with initial desnaturation at 95 °C 3
min, forty cycles of 95 °C 455,50 °C 455, 72°C 1
min and a final extension at 72 °C for 5 min. After
the termal cycling, an aliquot of the PCR products
were digested with the restriction enzymes Mbol,
Hinfl, RSal, Taql e Alul, according to the
recommendation of the manufacturer
(Invitrogen®). The restriction products were
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separeted by eletroforese, at 3V/cm for 2 h, in
1.5% agarose gel, in TBE buffer and stained with
Sybr Gold. The banding patterns generated with
the restriction of the ITS region were observed and
photographed in a photodocumentation system
under UV light. The fragment size marker used
was the 100 pb DNA Ladder (Invitrogen®).

RESULTS AND DISCUSSION

Using the primers ITS1 and ITS4, the amplified
product of the locus ITS1-5.8S-ITS2 of the rDNA
presented fragments of about 600 pb for G.
mosseae and G. etunicatum and of 700 pb for P.
occultum and G. intraradices (Figure 1). Similar
results were observed by Redecker et al. (1997),
who mentioned that the amplification products
generated for species of Glomus presented
approximately 600 pb. The amplified products of
the ITS1 and ITS2 regions from the rDNA, using
the ITS1 e ITS4 primers also generated fragments
of about 600 pb for Gigaspora margarita Becker
& Hall, Gigaspora decipiens Hall & Abbott and
Scutellospora sp. (Lanfranco et al. 1999). Our
results showed two polymorphic patterns: one
comprising P. occultum and G. intraradices and
the other including the species G. mosseae and G.
etunicatum (Figure 1). The amplification of the
ITS region allowed the distinction, at the generic
level, of three AMF species: Scutellospora
calospora Walker & Sanders, Acaulospora laevis
Gerdemann & Trappe and Glomus deserticola
Trappe; Bloss & Menge using the primers pairs
ITS1/ITS2 and ITS1/ITS4, Harney et al. (1997)
showed that the spores of these species had
enough variation in the ITS region, allowing their
genetic distinction in field samples. In our work
the ITS1/ITS4 amplification products did not
differentiate all the AMF at the species level, but
digestion (200 to 900 pb) fragments was carried
out with the restriction enzymes Hinfl, Rsal, Taql,
Mbol, that resolved the four AMF species (Figure
2 and 3). The restriction banding patterns showed
2 to 5 fragments per restriction enzyme, with 5
profile for the enzyme Hinfl, 5 for RSal, 6 for
Mbol and 12 for Tagl (Figure 2 and 3). No
restriction site was observed for the enzyme Alul.
Consequently, no variability among these four
AMF species was detected with this enzyme
(Figure 2). Conversely, the combination of the
restriction patterns of the other enzymes allowed
the molecular distinction of all AMF species,
mainly the profiles obtained with endonuclease
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Taql. Using ARDRA, Oliveira and Costa (2002)
were able to genetically differentiate isolates of
Fusarium solani (Mart.) Sacc f. sp. phaseoli
(Burkholder) Snyder & Hansen and F. solani
(App. & Wollenw.) Snyder & Hans f. sp. glycines.
The analysis with the same technique allowed the
distinction of 83 isolates of Fusarium spp. in 19
ARDRA patterns (or haplotypes), presenting a
high diversity inside of each haplotype (Martins
2005). Lana (2004) compared the genetic
variability of endophytic and pathogenic isolates
of Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer using
ARDRA. The analysis of the restriction patterns of
the amplified rDNA internally transcribed spacer
allowed the differentiation of the strains at the
intraspecific level due to the easily analyzable and
reproducible banding patterns generated from ITS
region. Different restriction patterns detected
between species genetically confirm different
species. However, if differences are not observed,
the species may or may not be identical,
considering that the obtention of distinct banding
patterns depends on the presence of specific
restriction sites for the enzyme used in the
fragment analysis. The lack of restriction sites may
have occurred with the species P. occultum,
digested with the Hinfl, G. intraradices and G.
etunicatum digested with the RSal and all AMF
digested with the Alul (Fig.2). Redecker et al.
(1997) also observed a lack of restriction sites for
the Alul endonuclease in a great variety of Glomus
species. The exception is Glomus sp. strain S328.
Analysis of the ITS sequence of G. mosseae
BEGI12 (GenBank access n° X84232) refered by
Sanders et al. (1995) confirmed the absence of the
Alul site. The digestion of the ITS fragment with
Tagl and Mbol was effective for the inter and
intraspecific separation of AMF, constituting an
additional technique to study these fungi, and may
be used to resolve controversies in the taxonomy
of the group. The molecular markers are as
important as the morphological and physiological
methods. Molecular methods contribute to
increase the knowledge of identity and variability
of the AMF. The results confirm that the ARDRA
technique, using the Tagl enzyme, has a potential
for utilization as a marker to differentiate species
of AMF with high phylogenetic affinity. This is
important for ecological studies, mainly in areas
with low number of AMF spores due to soil
degradation.
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Figure 1. PCR amplification of the ITS regions of
AMF isolates  using  primers
ITS1/ITS4. M = 100 bp DNA Ladder,
1 = Paraglomus occultum, 2 = Glomus
mosseae, 3 = Glomus intraradices, 4 =

Glomus etunicatum
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Figure 2. ARDRA banding patterns of the ITS fragments
amplified from AMF spores DNA. M = 100 bp
DNA Ladder, 1 = Paraglomus occultum, 2 =
Glomus mosseae, 3 = Glomus intraradices, 4
Glomus etunicatum

Figure 3. Mbol restriction profile of the
ITS fragments amplified from
AMF spores DNA, M = 100 bp
DNA Ladder, 1 = Paraglomus
occultum, 2 = Glomus mosseae,
= Glomus intraradices, 4 =

Glomus etunicatum
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RESUMO

Solos de regides semi-aridas tém grande
diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA), mas a identificacdo de espécies obtidas de
amostras de campo ¢ dificil quando o nimero de
esporos ¢ baixo, como ocorre em areas
impactadas. Os FMA sdo biotroficos obrigatorios
amplamente  distribuidos nos  ecossistemas
terrestres, ¢ a sua identificagdo ¢ dificultada
principalmente porque o processo ¢ baseado nos
caracteres morfologicos dos esporos. Algumas
técnicas moleculares t€m sido testadas para ajudar
na identificagdio de FMA. Estudos moleculares
envolvendo o cluster génico do rDNA té€m
facilitado a identificacdo de fungos e contribuido
para expandir o conhecimento da diversidade
microbiana. A técnica ARDRA (Analise de
Restricdo de DNA Ribossomal Amplificado), que
consiste na amplificagdo e posterior digestdao da
regido ITS (espagos internos transcritos) do rDNA
com enzimas de restricdo, tem sido utilizada para
estudos de diversidade microbiana associada a
diferentes solos, pois ¢ rapida e util para avaliar
diferencas em grupos filogenéticos. Entretanto,
para os FMA esta técnica ndo tem sido comumente
aplicada. A ARDRA foi utilizada para distinguir
espécies de FMA obtidas de solos impactados da
regido semi-arida. A regido ITS, amplificada com
os primers ITS1 e ITS4 de esporos de FMA foi
analisada. Os produtos de amplificacdo foram
digeridos com as enzimas Hinfl, Rsal, Mbol, Alul
e Tagl. Os padroes de bandas obtidos pela digestao
com as enzimas, exceto para a Alul, permitiram a
distingdo em nivel molecular das seguintes
espécies de FMA: Paraglomus occultum, Glomus
mosseae, Glomus intraradices e Glomus
etunicatum. Os resultados obtidos utilizando a
técnica ARDRA, especialmente com a enzima
Tagl, mostraram potencial para utilizacdo como
marcador capaz de diferenciar as espécies
estudadas, sendo recomendadas investigagdes com
espécies de outros géneros de FMA.
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CONCLUSOES GERAIS

Glomus intraradices e Paraglomus occultum toleram bem as condig¢des edaficas das
areas estudadas, podendo ser testadas em 4reas similares, afetadas por mineragao de gesso;

As espécies nativas Zyzyphus joazeiro, Tagetes minuta, Alternanthera tenella e Ruellia
paniculata apresentam potencial para reabilitacdo das areas afetadas por mineragao de gesso;

Niveis elevados de P, Mg, Ca e o alto pH encontrado nas areas afetadas pela atividade
gesseira podem atuar negativamente sobre o numero de esporos e a diversidade de FMA e de
plantas;

A atividade antropica exercida nas areas em estudo teve impacto negativo sobre a
microbiota do solo, reduzindo o numero de todos os grupos de microrganismos (bactérias,
actinomicetos e fungos), atividade e biomassa microbianas;

A fracdo de glomalina facilmente extraivel pode ser utilizada como indicador
bioquimico da qualidade do solo, considerando que apontou diferencas entre os solos de
caatinga nativa preservada e das impactadas pela mineracao;

A producdo de glomalina facilmente extraivel variou conforme o periodo de
amostragem;

A técnica ARDRA-ITS apresenta bom potencial como marcador para diferenciar
espécies de Glomus e Paraglomus, sendo recomendadas investigagdes com espécies de outros

géneros de FMA.
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