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RESUMO

BORGES, Wardsson Lustrin@iversidade de fungos micorrizicos arbusculares eed
bactérias fixadoras de nitrogénio simbitticas em &@as de mineragdo de bauxita com
diferentes idades de revegetaca@010. 101f. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciédaa
Solo). Instituto de Agronomia, Departamento de Sdliniversidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Para o adequado manejo e uso dos diferentes recdesom determinado ecossistema, o
conhecimento de como ocorrem 0s processos eco®dgicde fundamental importancia.
Dentro desse contexto, a biodiversidade, a ciclagemmutrientes e o fluxo de energia
apresentam papéis regulatorios importantes. Rdsglt@centes mostram que ha relacéo entre
diversidade de plantas e produtividade de biomassacossistemas. Além de fertilidade do
solo, temperatura, latitude, precipitacdo, herbajolinteracdes competitivas, separacéo
espacial e temporal da utilizacdo de recursos,teraiféo entre espécies pertencentes a
diferentes grupos funcionais e a diversidade deamganismos participam na determinacao
da diversidade vegetal. Atualmente, ecossistemégamm sdo conhecidos por possuirem
componentes interligados localizados acima e ab@ddixsolo, sendo que efeitos regulatorios
sdo estabelecidos entre as populacdes de cada mem@o Neste trabalho buscou-se
aprimorar protocolos de extracdo de DNA e avaliativersidade de fungos micorrizicos
arbusculares e de bactérias simbidticas fixadaasttbgénio em areas com diferentes idades
de revegetacdo apOs a exploracdo de bauxita, bemo, aelacionar a diversidade destes
microrganismos com a diversidade de plantas. Fosemldo que a adicdo de
polivinilpolipirrolidona, polivinilpirrolidona e decarvao ativado proporcionou obtencéo de
produtos de extracdo de DNA de qualidade suficiqgrdea realizacdo de reacdes de
amplificacdo de DNA. Observou-se, também, elewdidersidade de bactérias simbidticas
fixadoras de nitrogénio nas diferentes areas, & fesimais elevada em areas revegetadas a
mais tempo. Glomus macrocarpumfoi a espécie de fungo micorrizico arbuscular
predominante entre as 13 espécies encontradasesOados mostram que as praticas de
revegetacdo adotadas nestas areas estdo pernmutiedtabelecimento de comunidade de
fungos micorrizicos arbusculares no solo. Entretant nivel de rigueza e o numero de
esporos ainda estéo baixos, principalmente nas éeagetadas apdés o ano de 2000. Nao foi
observada correlacdo para os valores do indicénaen®n entre as comunidades de plantas e
de fungos micorrizicos arbusculares. Entretantofarme sugerido por outros autores, a
relacdo diversidade acima e abaixo do solo mosserudependente da composicdo da
comunidade de plantas.

Palavras chave Areas degradadas. Floresta. Estabilidade eca@ldgic



ABSTRACT

BORGES, Wardsson LustrindArbuscular mycorrhizal fungi and symbiotic nitrogen-
fixing bacteria diversity in the bauxite mining areas with different revegetation ages
2010. 101p. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Sgience). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal RRidale Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

To the adequate management and use of differemun@ss of a certain ecosystem,
knowledge of the ecological processes is of funddateimportance. In this context,
biodiversity, nutrients cycling and energy flux ateown to have important regulatory roles.
Recent data showed that there is a relationshiwdegt the plants diversity and biomass
productivity and that in addition to soil fertilittemperature, latitude, precipitation and
herbivory, the interaction among species from thliker@nt functional groups and the
microbial diversity participates in the determioatiof vegetal diversity. Currently, natural
ecosystems are known to have interconnected compotacated above and below-ground
and regulatory effects are known to be establishetiveen the populations of each
component. The aims of this study was to improvetqmols of DNA extraction and to
evaluate the diversity of arbuscular mycorrhizalguand nitrogen-fixation bacteria in areas
with different ages of revegetation after bauxitming, as well as to relate the diversity of
these microorganisms with the plant diversity. Biswobserved that addition of the PVP,
PVPP and activated charcoal improved both quality weld of DNA extracts. Also, high
rhizobial diversity was observed in the differen¢as, and this was highest in the degraded
areas that were revegetated longer a@tomus macrocarpunwas the most abundant
arbuscular mycorrhizal fungi species among thepERies found. The results showed that the
revegetation strategies adopted in these areasnafding the establishment of a community
of arbuscular mycorrhizal fungi in the soil. Howeuhe richness level and the spore numbers
continue to be low, mainly in the degraded areaggetated after the year 2000. No
correlation was observed with respect to the rishnealues and Shannon-Wiener index
between plants community and arbuscular mycorrhiizadi. The relationship between above
and below-ground diversity was dependent of plantrmunity composition.

Keywords: Degraded area. Forest. Ecological stability.
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UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entdf@®ntes amostras de raizes de
Lacre Vermelho avaliadas pela andlise de rest{i@&DRA) do gene 18S rDNA......... 55

Figura 20: Dendrograma de similaridade genética da comunidedéungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) construido com o indice dealdce o método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entdf@®ntes amostras de raizes de
Lacre Vermelho avaliadas pela eletroforese em gel gradiente desnaturante (DGGE)
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pruriens obtido com os diferentes protocolos avaliados: r@eticdo 1 (B) repeticéo 2.
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INTRODUCAO GERAL

Constitui grande interesse dos eco0logos compreaaiBo 0S ecossistemas naturais
funcionam e quais sdo os fatores responsaveisspaivadecer e controlar o equilibrio destes.
A funcionalidade e a estabilidade dos ecossisteimasstres tém sido entendidas como
resultado da interacdo entre a biodiversidade dmnsmos vivos (plantas, animais e
microrganismos); pela composicdo e estrutura dasucmlades destes organismos; pelo
importante processo de ciclagem de nutrientes desmamado por essas comunidades e pelo
fluxo de energia entre os diferentes niveis tré&fico

Ecossistemas terrestres consistem de componectizéolos acima e abaixo do solo
que interagem para influenciar processos e proguiesi em nivel de comunidades e
ecossistemas, muito embora, a maioria dos trabattesenvolvidos considera estes
componentes como sendo partes isoladas um do (Wignalle et al., 2004).

De certa forma, a diversidade, bem como o padrabstigbuicdo de espécies vegetais
tem sido o foco da maioria dos trabalhos deserdodvina esfera de ecossistemas, onde a
diversidade de plantas é considerada importante pananutencdo da funcionalidade deste.
Como resultado, volume significativo de informacémsam gerados, possibilitando entender
as diferentes estratégias de vida das plantas,ecamsmos de dispersao de sementes, bem
como, determinar as principais variaveis determgsda biogeografia de plantas. Em escala
continental sabe-se que temperatura, latitude@ppiacao sao bons preditores da diversidade
de plantas (Fierer e Jackson, 2006). Por outro, lado mecanismos determinantes da
composicao e diversidade de espécies vegetais amreseescalas geograficas (van der
Heijden et al., 1998), o relacionamento entre didade de plantas e produtividade do
ecossistema (Tilman et al., 2001), bem como o icamento entre diversidade de plantas,
comunidade microbiana e funcdes do ecossistemagiZalk 2003), ainda ndo sao claros.

A habilidade de muitas espécies de plantas cowexistdeterminando a diversidade
vegetal tem sido explicada pelas interagfes coliyaetj separacdo espacial e temporal da
utilizacdo de recursos, pela criagdo de novos sigy distlrbios nos nichos existentes e,
pela interacdo de diferentes espécies vegetaisnperites a diferentes grupos funcionais.
Fertilidade do solo e herbivora também influencanqueza de espécies de plantas (van der
Heijden et al., 2006a).

Microrganismos apresentam enorme diversidade eegaesn habitar os mais diversos
nichos ecolégicos em funcéo da capacidade deagdlz de diferentes compostos como fonte
de energia e nutrientes. Em associacfes com espémjetais 0s microrganismos podem
habitar diferentes compartimentos como, superfiaies folhas (filoplano), viverem
endofiticamente (dentro dos tecidos vegetais),repdwmem a rizosfera (zona de influéncia das
raizes) ou o solo nao rizosférico. Alta diversidddebactérias tem sido relatada em filoplano
e solo (Curtis et al. 2002; Lambais et al. 2006).

Além disso, microrganismos desempenham papéis taries nos ecossistemas como
aquisicdo de nutrientes, participando significatieate nos ciclos biogeoquimicos,
principalmente nos ciclos do carbono e nitrogénieng processo de formacédo do solo.
Enquanto € reconhecida a importancia dos microsgass para a funcionalidade dos
ecossistemas, o impacto destes sobre a diverseladedutividade de plantas € pobremente
entendido (Zak et al., 2003; van der Heijden ¢t28108).

Embora pouca atencéo tenha sido dada a particigigmicrorganismos, resultados
recentes vém corroborando a idéia de que os mamEmOs, especialmente os que
estabelecem relacbes mais intimas com as plaotas, @ simbiontes radiculares, participam
na determinagéo tanto da diversidade quanto daupvathde de ecossistemas vegetais (van



der Heijden et al., 1998, 2006a;b, 2008; O’Conricalg 2002; Wardle et al., 2004; Santos,
2008).

Para que um grupo de microrganismos simbiontes ldetgs, sejam os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) ou as bactérieedidbras de nitrogénio capazes de induzir a
formacédo de ndédulos em leguminosas (rizébios),gpod¥tuenciar a comunidade de plantas
em um ecossistema, faz-se necessario que ocoiebilidade da resposta entre diferentes
pares simbiontes. Isto €, na comunidade de plaasa®spécies devem diferentemente
influenciar e serem responderem diferentementespéc&s de microrganismos, podendo
ocorrer também variacdes intra-especificas. Comma paassociacdo entre plantas e FMAs
tem sido postulado que a especificidade hospedéirdaixa ou inexistente, esse
comportamento diferenciado pode ser entendido ctespecificidade funcional” (Pouyu-
Rojas et al., 2006). Estes autores observarammemtios diferenciados quando realizaram a
inoculacéo de diferentes isolados de FMAs em unsnmaeespécie de planta.

Urcelay e Diaz (2003) propuseram um modelo emppe@ avaliar os efeitos dos
FMAs sobre a diversidade de plantas, que consaldependéncia da associacdo micorrizica
das espécies presentes na comunidade e da posicidadd espécie na hierarquia de
dominancia. O modelo proposto prediz que a presdadgaMAs diminuira a declividade da
curva de dominéancia da planta, propiciando a didade de plantas apenas em sistemas onde
a maioria das espécies de plantas subordinadasisatyéficas. Em outros sistemas o efeito
de FMAs é considerado nulo ou negativo sobre aslt@de de plantas.

Neste modelo, em condicdo onde a maioria das espabe plantas em uma
comunidade apresenta pouca ou nenhuma dependémi@rizacdo, os efeitos dos FMAs
sobre a composicdo da comunidade ndo sao espepattosnenos em curto prazo. Em outra
condicéo onde as plantas dominantes sao altamepéndentes e as subordinadas néo séo, a
presenca de FMAs deve incrementar a declividadeudea de dominancia das espécies e
diminuir a diversidade de plantas. O principal nmésmo de acdo esperado sera a maior
capacidade competitiva das espécies dominantegiguaitorrizadas. Caso contrario, se as
espécies subordinadas séo altamente micotréfiemsdmminantes ndo, entdo a presenca de
FMAs pode reduzir a declividade da curva de domdigamcrementando a diversidade de
plantas na comunidade. Por fim, se ambos os tipassgécies, subordinadas e dominantes,
sdo dependentes da micorrizacao, a presenca de Evie&m deve reduzir a declividade da
curva de dominancia incrementando a diversidadplalgas. Neste ultimo caso, Urcelay e
Diaz (2003) apontam que um possivel mecanismo @& aps FMAs poderia ser a
redistribuicdo de fotoassimilados a partir das @sgédominantes para as subordinadas,
através de uma rede de micorriza comum, emboralt@ssque esse mecanismo necessita de
evidéncias mais conclusivas sobre sua relevanolagica a campo.

Urcelay e Diaz (2003) discutem que em situacdes osd=MAs sdo componentes do
sistema, o conhecimento da dependéncia da micotdasaespécies subordinadas é mais
informativo do que o conhecimento da dependénciaedpécies dominantes para prever 0s
efeitos dos FMAs sobre a diversidade de plantananidade. Se as espécies subordinadas
sdo altamente dependentes, a diversidade de pldevasaumentar na presenca de FMAs
independentemente da dependéncia micorrizica dagdotes. Por outro lado, se o grau de
dependéncia a micorriza das subordinadas ndo éecioloh ndo é possivel prever se a
diversidade de plantas pode incrementar ou decreageresenca de FMAs.

O nivel de fertilidade do sitio analisado tambéftuancia as relagcdes competitivas
entre espécies vegetais e participa da determindgégrau de riqueza de plantas. Flores-
Aylas et al. (2003) estudaram os efeitos da in@édaom um isolado délomus etunicatum
e a aplicacdo de fosforo sobre comunidades deaglagmin condicdo estéril em casa de
vegetacdo. Neste trabalho os autores implantaramuridades com seis espécies de plantas
que receberam ou nao a inoculacdo de FMA em txé&ssndistintos de disponibilidade de
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fésforo no solo. Foi possivel observar alteractses relacbes competitivas entre as espécies
vegetais estudadas como resultado da inoculacamdsotado dé€slomus etunicatunSendo
que a inoculacao teve dois papéis contrarios, dkgreto da disponibilidade de fosforo, onde
a inoculacédo tanto diminuiu quanto aumentou a ctiggmedas espécies. Na condicdo de nao
inoculacdo ou baixa disponibilidade de fésforo reowominancia das espécies, fedegoso
(Senna macranthejae cassia-verrugos&€nna multijugg enquanto que em condicdo de
suprimento adequado ou alto nivel de fésforo no aalominancia foi da espécie gravitinga
(Solanum granuloso-leprosym

Outro grupo de microrganismos que tem sido asso@atkterminacéo da diversidade
de plantas em ecossistemas naturais € o grupoctirina fixadoras de nitrogénio (van der
Heijden et al., 2008), com énfase nas bactériagzespde induzir a formacdo de nédulos em
espécies da familia das leguminosas (van der Hegdeal., 2006a). Objetivando avaliar o
efeito da inoculacao de rizobio sobre a composiigdocomunidade de plantas van der Heijden
et al. (2006a) implantaram um experimento com Iégdas, em que oito foram inoculadas
com nove isolados obtidos de nédulos radicularetsédeespécies de leguminosas diferentes,
e as demais foram utilizadas como controle ndaulado. Em cada parcela, uma comunidade
com 83 individuos de 11 espécies de plantas folam@da. Nesta comunidade as trés
espécies de leguminosas estavam presentes e anexper foi coletado 14 semanas apés
plantio. Observou-se que a biomassa de parte agr@aymulo de nitrogénio e o indice de
equitabilidade da comunidade de plantas foram 34,86%0% e 34,3% superiores,
respectivamente, quando a inoculacdo com rizohiadalizada. Dessa forma, os autores
demonstraram que bactérias fixadoras de nitrogémomovem a equitabilidade, a
produtividade e a captura de nitrogénio em sisteroas com espécies leguminosas.

Com base no paragrafo 2° do artigo 225 da CongsdibuFederal, no Brasil “Aquele
que explorar recursos minerais fica obrigado ape@r o ambiente degradado, de acordo
com solucéo técnica exigida pelo érgéo publico aetenite, na forma da lei”, com o objetivo
de zelar pelo direito de todos ao meio ambientéogmamente equilibrado. Dessa forma, o
entendimento da capacidade de FMAs e rizobiosftieenciarem a diversidade de plantas de
um dado sitio pode ter implicacdes praticas deifgigtiva importancia para o manejo de
areas degradadas, uma vez que o incremento daidage destes é associado ao aumento da
capacidade de estabelecimento e de competicapdeies subordinadas.

Alguns autores tém procurado entender a diversigadedindmica de sucessao de
espécies de plantas e de microrganismos a partiendaios em condicdes controladas
adotando tratamentos previamente estabelecidornativamente, alguns autores tém
utilizado “experimentos naturais” para acessarvardidade e entender o padrado de sucessao
de espécies. Para isso, locais onde se possa absezfeito do tempo, da fertilidade do solo
ou da disponibilidade de nitrogénio que possam rfarie sobre a composicdo das
comunidades séao identificados e analisados. Nessadlguns trabalhos foram realizados no
sitio onde hoje se encontra o “Cedar Creek Natdisiory Area”, uma area que fica a
aproximadamente 50 km ao norte de Minnesota (EUf djspbe de campos que foram
cultivados e abandonados em diferentes épocag)destaortanto em diferentes estagios
sucessionais (Johnson et al., 1991).

No presente trabalho, buscou-se avaliar a divatside bactérias isoladas de ndodulos
de leguminosas e de fungos micorrizicos arbusailane areas que foram submetidas a
atividade de revegetacdao em diferentes épocasaptisidade de mineracdo de bauxita no
estado do Para. Atualmente essas areas apreseiféaemtds composicoes de comunidades
vegetais. Os resultados deste trabalho sdo agseados na forma de capitulos.

No primeiro capitulo sdo apresentados os resultadoanalise de diversidade de
bactérias isoladas de nddulos radiculares, reaipad meio da andlise de restricdo do gene
do DNA ribossomal (16S rDNA) e da amplificacdo caminiciador BOXA1R, com o
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objetivo de verificar diferencas nos niveis de tiidade de areas revegetadas em diferentes
épocas.

No segundo capitulo estdo os resultados relativarsafise de diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares, realizada através ddiagda da ocorréncia de esporos nas
amostras de terra e da separacao de fragmentandalg DNA ribossomal (18S rDNA), em
amostras de raizes, amplificados por reacdo denpalse em cadeia (PCR) em gel com
gradiente desnaturante (eletroforese em gel codiegi@ desnaturante - DGGE) ou em gel
de agarose apds a restricdo com endonucleasesstdeaie (analise de restricdo do gene
ribossomal amplificado - ARDRA).

Para os dois primeiros capitulos a hip6tese awafigidde que ha diferenca no nivel de
diversidade tanto de bactérias fixadoras de nitmogéimbidticas quanto de fungos
micorrizicos arbusculares entre areas com difesadtales de revegetacdo apos atividade de
mineracéo de bauxita.

No terceiro capitulo sdo apresentados os resultathis/os a otimizacéo de protocolo
de extracdo de DNA a partir de amostras de raiasando obter produtos com pureza e
guantidade de DNA suficientes para serem utilizaatoseacdes de PCR sem a necessidade
de adocao de etapas de purificacdo. Neste a higpatadiada foi de que ha diferenca no grau
de pureza do extrato bruto de DNA obtido por difieze protocolos de extracdo de DNA.

Por fim, no udltimo capitulo buscou-se correlacionar dados de diversidade de
microrganismos com a diversidade de plantas dass a&estudadas. Onde as hipéteses
avaliadas foram: primeira, de que ha relacdo eatreomunidade de microrganismos e
espécies de plantas em areas com diferentes iadbd@svegetacdo apdés a atividade de
mineracdo de bauxita e, segunda, de que a compatacéomunidade de plantas infuencia a
natureza da relacdo entre diversidade de micraseans e espécies de plantas em areas com
diferentes idades de revegatacao apos a atividaderegeracdo de bauxita.



CAPITULO |

DIVERSIDADE DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENIO~SI MBIOTICAS
EM AREAS COM DIFERENTES IDADES DE REVEGETACAO APOS A
MINERACAO DE BAUXITA



RESUMO

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas dputeinosas, comumente denominadas de
rizébios, promovem a produtividade de diferentgséeies agricolas e sdo de significativa
importancia para ecossistemas naturais, uma vezanguementam o teor de nitrogénio no
solo, principalmente em comunidades ricas em legosais. A cada dia novas espécies de
rizobios sdo descritas, e até a década passadas w@m classificadas como sendo
pertencentes a subdivisdo alfa do filo proteobgect®los Gltimos anos, isolados capazes de
induzir a formacao de nodulos foram classificadm®@ sendo membros da subdivisdo beta
de proteobacteria e, mais recentemente algunsesutém encontrado similaridade entre
isolados de nodulos e membros da subdivisdo ganmateobacteria, evidenciando que a
capacidade de induzir a formacdo de ndédulos emnlemsas € amplamente distribuida.
Avaliou-se por meio da restricdo do gene que amalifi RNA ribossomal 16S (ARDRA) e da
técnica de BOX-PCR a diversidade de isolados deloéem areas com diferentes idades de
revegetacado apos a atividade de mineracdo de baoktidos por meio de cultivo armadilha
em vasos tipo “Leonard”. As duas ferramentas ail&s mostraram resultados similares e foi
possivel observar elevada diversidade quando ftesatdos em conta todos os isolados. Os
resultados mostram que a diversidade deste grugeecatle microrganismo tem aumentado
com o tempo de revegetacdo, sendo que a area tadagan 1981 apresentou o nivel mais
alto de diversidade e a area revegetada em 200&sempou menor namero de isolados e
menor nivel de diversidade.

Palavras chave Rizébio. Rep-PCR. Analise de agrupamento. Nodulos



ABSTRACT

Nitrogen-fixing bacteria commonly known as rhizobi@ able to improve the productivity of
different crop species and are important to natetakystems since they enhance the nitrogen
content of the soil, mainly in communities richl@guminous plants. Until the past decade, all
root-nodule bacteria were classified as belonging the alpha subdivision of the
Proteobacteria phylum. In recent years, root naddacteria able to induce the nodules
formation were classified as members of the behalisision of the Proteobacteria phylum
and, more recently, some authors have found siityilaetween root nodule bacteria and
members of the gamma subdivision of the Proteokhagbdylum, showing that the ability to
induce the nodule formation in legumes is widelgtributed. In this study the diversity of
root nodule inhabiting bacteria that were obtaibgdrap culture in areas with different ages
of revegetation after bauxite mining, was evaluatgidg both the PCR-RFLP and BOX-PCR
technigues. Both tools used showed similar results high diversity was observed when all
isolates were taken into account. The results sHotlat diversity of this key group of
microorganisms increased with the revegetation tsiece the degraded area that was
revegetated in 1981 showed the highest diversitgl land the degraded area revegetated in
2006 showed both the lowest isolated numbers aredgity level.

Keywords: Rhizobia. Rep-PCR. Cluster analysis. Nodules.



1 - INTRODUCAO

Bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico,)(Nompdem um grupo de
microrganismos de extrema importancia para os afifes ecossistemas, uma vez que
propiciam a entrada de nitrogénio no solo. A cagete de fixar o nitrogénio atmosférico esta
amplamente distribuida entre microrganismos conerelites niveis de relacionamento
filogenético, onde sdo encontrados representargesrdhaea e de diferentes grupos de
Eubacteria, entretanto, a capacidade de fixarrogéhio atmosférico e induzir a formacgéo de
nodulos em leguminosas esta restrita a membrogodardéteobacteria.

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas engumeinosas, comumente
denominadas de rizébio, assim com os fungos mmood arbusculares (FMAs) séao
microrganismos presentes e, geralmente, abundamessolos de muitos ecossistemas
(Moreira et al., 1998). Os rizobios apresentam alavdiversidade e ampla variabilidade
guanto a eficiéncia simbidtica (Soares et al., 2006 Teixeira et al., 2010).

A importancia da fixacdo bioldgica de nitrogénioBlf simbidtica em sistemas
agricolas é bastante documentada, onde vériasiespdge plantas, como soja, feijao e
amendoim se beneficiam (Soares et al., 2006b; Sattal., 2007; Borges et al., 2007). Por
outro lado, o papel deste grupo de microrganisnmoseeossistemas naturais € pobremente
entendido (van der Heijden et al., 2006a). Pouccoghecido sobre a contribuicdo do
incremento de diversidade de bactérias fixadorasittegénio para a produtividade e
diversidade de plantas vivendo em comunidades.obiedit al. (2006) relataram que maior
diversidade de bactérias no solo significa maisiliémcia do sistema e que maior diversidade
de bactérias noduliferas de leguminosas pode feeora simbiose com varias espécies
leguminosas e maximizar a fixacao biolégica deogé&nio em areas degradadas.

Assim como observado para a relacdo plantas-FMAsjunidades de plantas
apresentam espécies com respostas diferenciaddsaciérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas em leguminosas e, a ocorréncia destargidade funcional” torna esse grupo de
bactérias hipoteticamente capaz de influenciamaposicdo da comunidade de plantas.

A participacdo dos rizébios na determinacao dardigade vegetal em um dado sitio
pode se dar pelo suprimento de nitrogénio estindldan crescimento e aumentando a
competitividade das leguminosas noduliferas e petoento da disponibilidade de nitrogénio
no solo estimulando o crescimento de outras espéeiglantas quando ocorre transferéncia
do nitrogénio fixado (Asner et al., 2008). Assingdpm alterar a distribuicdo tanto das
leguminosas quanto das nao leguminosas ou podetémamem situacdes onde ocorre
limitacdo por nitrogénio e pouca limitacdo por ostrfatores, influenciar somente as
leguminosas noduliferas onde as outras espéciesandafetadas, caracterizando um cenario
de complementaridade e separacéo de uso de réearsder Heijden et al., 2006a).

van der Heijden et al. (2006a) demonstraram quééhas fixadoras de nitrogénio
promovem a equitabilidade, a produtividade e awapde nitrogénio em sistemas ricos com
espécies leguminosas. Como houve diferenca sigtifecsomente nas leguminosas quanto a
biomassa e a quantidade de nitrogénio entre cateaitos, os autores atribuiram o efeito
positivo do rizébio a influéncia provocada espeeaifiente sobre o crescimento das
leguminosas. Baseando-se nesses resultados es@aygel dos rizébios em comunidades
ricas em leguminosas, para a determinacdo da pvmthae e captura de nitrogénio, estes
autores sugerem que a presenca de um diverso deupactérias noduliferas é requerida para
gue diferentes espécies de plantas leguminosas leguiminosas co-existam.

A utilizacao de ferramentas moleculares nos estddosaracterizacéo de isolados de
rizobio tem aumentado o conhecimento sobre a didaxe e distribuicdo das diferentes
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espécies (Lima et al., 2009). Isso tem contribypiai@a a descricdo de novas espécies (Chen et
al., 2006, 2007, 2008), revisdo taxonomica (Willezhsl., 2006) e para a identificacao de
isolados pertencentes a grupos filogeneticamendtardes como capazes de induzir a
formacgé&o de nédulos (Moulin et al., 2001; Shiraethal., 2010).

Alguns estudos tém sido realizados para acessarversidade de bactérias
diazotroficas por meio de ferramentas moleculangbzando iniciadores para amplificagdo
de genes envolvidos no processo de fixacdo, seatessidade de cultivo (Hsu e Buckley,
2009). Entretanto, estudos nessa linha ainda séassss para avaliar a diversidade de
bactérias capazes de induzir a formacéo de néduboeguminosas, o que pode ser em parte
explicado pela falta de iniciadores com resolugdegaada para esses estudos, uma vez que
esse grupo € polifiletico. Além disso, Lima et(@009) argumentaram que a funcionalidade
da comunidade n&o pode ser facilmente acessadienpamentas moleculares o que ainda
torna a utilizacdo de cultivos armadilhas com hdspes promiscuos, a alternativa mais
viavel para acessar a diversidade de bactériazespuke induzir a formacdo de nédulos em
leguminosas.

Neste trabalho objetivou-se obter e avaliar a didade de bactérias fixadoras de
nitrogénio simbioticas em areas com diferentesadade revegetacdo apds a atividade de
mineracdo de bauxita, obtidos por meio de cultivenaglilha utilizando as espécies
Macroptilium atropurpureune Mimosa acutistipula.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Area de Estudo e Coleta

As amostras de terra e raizes utilizadas no pessttdo foram coletadas em areas
revegetadas apos a atividade de mineracao de adalaxiMineracdo Rio do Norte (MRN). As
amostras foram coletadas em talhdes de refloreatamee foram revegetados em diferentes
anos, tendo atualmente diferentes *“idades” de mw@e§o, compondo assim uma
cronossequéncia de revegetacdo. Esta cronossegdénonplantada ao longo de 25 anos,
entre os anos de 1981 e 2006. A area amostradandeada de Flona Saraca-Taqlera €
subordinada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambértdos Recursos Naturais Renovaveis e
esta inserida na Microrregido do médio Amazonaaguee, no distrito de Porto Trombetas,
municipio de Oriximina, Para (1° 21’ S - 56° 22’ gifjtude média de 180 m, 100 km a oeste
da confluéncia do rio Trombetas com o rio AmazoK&ajomao et al., 2007).

As operacdes da MRN em Porto Trombetas consistenextracdo do minério,
beneficiamento, transporte ferroviario, secagenmbagque de navios. A capacidade inicial
de producéo da MRN foi de 3,35 milhdes de tonelatlapauxita anuais. O aumento da
demanda de mercado e a grande aceitacdo do mprédazido pela empresa nas refinarias
de todo o mundo favoreceram o0 aumento gradativdadespacidade. Atualmente, a
capacidade de producado instalada da empresa deléniihdes de toneladas anuais
(Mineracgéo Rio do Norte, 2010).

A Mineracdo Rio do Norte opera nas minas Saracanieflas e Avisos. Nestas, o
minério encontra-se a uma profundidade média de 8olverto por uma vegetacédo densa e
uma camada denominada de estéril composta de sgémico, argila, bauxita nodular e
laterita ferruginosa. Para ser lavrada, faz-se ss&e® 0 decapeamento da bauxita, que
consiste na retirada da camada estéril. Esta dperse faz de forma sequencial, em faixas
regulares, onde o estéril de cobertura escavadepésdado na faixa adjacente, na qual o
minério fora anteriormente lavrado. Nestas areaseslizadas as revegetacdes sobre o estéril
de mineragao.

ApoOs o decapeamento, a bauxita passa pelo prodedseora, e 0 minério escavado €
transportado em caminhdes fora-de-estrada até stalagdes de britagem. Nesta etapa o
minerio é entdo reduzido a uma granulometria denagimo 76,2 mm. O minério é entao
transportado por correias para as instalagbes \@gdan, ciclonagem e filtragem. Ao fim
deste processo de beneficiamento aproximadameféed2/massa soélida resulta como rejeito
de bauxita, que € depositada nos reservatoriodra@es em areas jA mineradas, no platd
Saraca (Mineracdo Rio do Norte, 2010). Com o pfaemento destes tanques faz-se a
revegetagao sobre o rejeito de mineracgao.

Na Figura 1 apresenta-se esquema ilustrando copnocesso de extracao da bauxita
é realizado com as diferentes etapas que levawdaigio dos substratos estéril e rejeito.
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Figura 1: Esquerda - Demostracdo do perfil bauxitico tiginoontrado na area de mineracdo de bauxita e Pamnbetas (1-“solo orgéanico”
com espessura média de 0,5 m; 2— argila amarelaglaapeia a maioria dos perfis bauxiticos, cordttde caulinita (80%) e quartzo,
com espessura maxima no centro do platd, decresqmard as suas margens; uma camada bauxitica qmesasa média de 10 m,
subdividindo-se em trés subhorizontes sendo, 3xitaamodular, 4- laterita ferruginosa e 5-bauxitaciga a granular; 6- argila
variegada). Direita - Processo de mineragdo, (Ajapeamento que é a retirada da camada estéril stempelas camadas de solo
organico, argila, bauxita nodular e laterita femoga e (B) Beneficiamento que € a extracdo daitaacom sua britagem e lavagem. Em
A se produz o estérii de mineragdo e em B o rejdito mineracdo, onde sdo realizados os reflorestameAdaptado de

http://www.mrn.com.br/index_1024.htm.
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A revegetacdo das parcelas implantadas sobre traisbdenominado de “estéril” foi
realizada para a maior parte dos anos pela mineradidizando-se de sementes disponiveis
nas areas de Floresta proximas as areas de mioezagé técnicas silviculturais sofreram
alteracdes na medida em que se observaram osatEsmildos reflorestamentos implantados
nos anos anteriores. Dessa forma, tanto a ideswtidasl espécies utilizadas a cada ano quanto
a densidade de plantio variaram ao longo desten@s.

Denomina-se de “top soil” ou de “solo organico”aamada do solo entre 0 e 50 cm
que é retirada apds a supressao da vegetacaolmeiteadevolvida, na forma de aplicacao
superficial, sobre o estéril de mineracdo antesred@getacdo. NoOs primeiros anos de
revegetacao, entre 1981 e 1985, néo se realizodtiagpde deposicédo do “top soil” sobre as
areas revegetadas. Entre 1986 e o inicio dos &% dssa camada de solo era retirada e
retornava aos talhdes de revegetacdo de formapmreata, entretanto havia uma diluicdo
muito grande deste material, uma vez que essa eaemadncorporada até a profundidade de
4 m. Como os resultados, com essa pratica, nadonfeetisfatorios a partir de 1992 essa
camada de solo denominada de “top soil” passou disgibuida superficialmente sobre o
substrato de revegetacdo, sem a incorporagdo. Demssa, as parcelas avaliadas aqui
apresentam histéricos de revegetacao distintos.

Em funcdo do tamanho da area explorada pela mimeramn nimero diferenciado de
talhdes de reflorestamento com aproximadamenteaGfib implantados anualmente. Dentro
de cada talhdo foram implantadas parcelas pernasiepara o monitoramento dos
reflorestamentos com relacdo a composicao floaistideralmente o numero de parcelas
permanentes implantadas anualmente € igual a ha@is,em alguns anos esse nuamero foi
diferente. Para identificacdo destas parcelas @agolalos anos utilizou-se 0 ano em que se
realizou o reflorestamento e os sufixos 1; 2; A2; A3 ou FP, como por exemplo, 1981A1.
Nos ultimos anos a mineradora tem padronizado agetacdo de dois talhdes, com a
implantacdo de duas parcelas permanente e adqgbvada, a identificacdo das parcelas
permanentes, 0 ano de revegetacdo acompanhadofitos :\1 e A2.

As parcelas permanentes de onde foram coletadasastras de terra apresentam
dimensdes de 25 x 10 m. Para a coleta de amostr@srd, as parcelas foram percorridas em
Zig-zag e, em cada parcela amostrada, 20 amostrpkes foram coletadas para compor uma
amostra composta. A profundidade de amostragenddod a 20 cm. No Laboratério de
Leguminosas Florestais do Centro Nacional de Psaquie Agrobiologia (Embrapa
Agrobiologia), as amostras foram secadas a temyaratbiente e peneiradas para posterior
procedimento de anélise quimica conforme o ManeaMétodos de Analise de Solos da
Embrapa (1997).

Nesse trabalho, um nimero maximo de trés parcel@s qada ano foi amostrado. A
coleta foi realizada em 2007, de onde se obtevéotethde 43 amostras de terra a partir de
parcelas revegetadas em 22 anos diferentes. A awlimer ndo realizou revegetacao nesta area
de extracdo de bauxita nos anos de 1988, 1989, 199Q. Dentre as 43 amostras, 40 foram
coletadas em parcelas implantadas em talhfes tadegesobre substrato denominado de
“estéril”, duas amostras foram coletadas em pagdaiplantadas sobre substrato denominado
de “rejeito de mineracado” e uma amostra foi coletach area de Floresta Primaria (Floresta-
1).

Para ambas as parcelas, implantadas sobre tangjdepalicéo de rejeito o plantio foi
realizado com a espédieacia mangiunmo ano de 1993. Para essas parcelas nao sewtlizo
camada de “top soil”, sendo que em uma foi reatizaglantio sem a inoculacao de rizobios
(Rejeito 1) e, em outra, com inoculagdo de umaurdsie diferentes rizébios (Rejeito 2), no
momento do plantio.

Tanto as parcelas revegetadas sobre os tanquespdsigiio de rejeito quanto a area
de Floresta Primaria foram incluidas com a final&lde realizar comparacdes.
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2.2 - Avaliacao da Diversidade de Rizobio

Para avaliar a presenca e a diversidade de isotilbsictérias simbioticas fixadoras
de nitrogénio nas areas revegetadas com diferéseles de revegetacdo foi implantado
experimento em condi¢cbes de casa de vegetacapantbh suspensédo da amostra de terra
coletada como indculo. O experimento foi conduzididizando vasos esterilizados tipo
“Leonard”, contendo areia e vermiculita na proporda 1:1 v/v, em delineamento de blocos
ao acaso, com trés repeticdes. Os tratamentossticasi de inoculacdo de suspensao da
amostra de terra de cada parcela em plantas i€caso plantas iscas foram utilizadas o
siratro (Macroptilium atropurpureumne a mimosa da cangslimosa acutistipula

As sementes foram tratadas com acido sulfurig®@4) concentrado por 10 min para
quebra de dorméncia e com peréxido de hidrogéni@{H80% por 3 min para desinfestacao
superficial, e estas foram germinadas em placaPede contendo papel filtro e algodéao
umedecidos. Trés plantulas de cada espécie fommpliantadas por vaso e cada planta foi
inoculada com 1 mL da suspensdo da amostra deaerrsolucéo salina. A suspenséo foi
preparada utilizando 10 g de terra em 90 mL dec&olde NaCl (0,145 M) sob agitacéo
orbital por 30 min. O experimento foi conduzido @fr dias, onde as plantas receberam
aplicacao de agua e solucao nutritiva (Norris e dnklketje, 1964) de forma intercalada a cada
15 dias. Ap6s esse periodo as plantas foram caketadfoi realizado o isolamento das
bactérias presente nos nédulos. Para isso, osa®thram lavados em etanol (70%, viv - 1
min), para quebrar a tensdo superficial, externgnelesinfestados com peroxido de
hidrogénio (30% - 3 min) e lavados cinco vezes cyua destilada estéril. Os nodulos
desinfestados foram esmagados em placas de Petendo meio extrato de levedura,
manitol, agar (YMA — Vincent, 1970) com vermelhango como indicador. As placas de
Petri foram incubadas a 28°C durante 7 dias, sesalzadas observacgfes diarias. Col6nias
com caracteristicas tipicas de rizobios, sem ou pooca absorcdo do indicador, foram
transferidas para placas de Petri contendo meio Yé&éfn azul de bromotimol como
indicador. Procedeu-se a purificacdo dos isoladasr@azenamento em meio (YMA) solido
coberto com 6leo mineral.

Os isolados foram caracterizados com base na endésrestricdo do gene que
codifica 0 RNA ribossomal amplificado (16S rDNA -PRA) (Laguerre et al., 1994) e pela
amplificacdo de regides gendmicas flanqueadas gupiésncias repetitivas no DNA (BOX-
PCR) (Versalovic et al., 1994).

Para estas analises o DNA foi extraido de cadadsoltilizando o método CTAB.
Inicialmente os isolados foram crescidos em mejpidio sob agitacdo orbital, apos o
crescimento, observado pela turbidez do meio, ¥ontoletado e centrifugado por 15 min a
8000 g; o sobrenadante foi descartado e o predita ressuspendido em 1 mL de solugéo
salina (NaCl 0,145 M) com agitacao vigorosa emaalgit tipo vortex por 1 min; novamente
centrifugado por 15 min a 8000 g, o sobrenadaeseaitado o e precipitado ressuspendido
em 500uL de tampéo CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTAQO mM Tris-HCI
pH8, sem adicdo de mercaptoetanol ou proteinas@pds a incubacdo a 65°C por 60 min,
500 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:Ipram adicionados e o material
centrifugado por 10 min a 16100 g. O sobrenadanitednsferido para um novo tupo e 500
uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foram adinados e o material centrifugado por
10 min a 16100 g. O sobrenadante foi transferida pan novo tubo e 1 mL de isopropanol
foi adicionado. Apos incubacgéo a -20°C durante noige o material foi centrifugado por 30
min a 16100 g. O sobrenadante foi descartado perséo e o precipitado lavado com etanol.
Para isso, adicionou-se 2QQ. etanol 70% v/v, centrifugou-se por 5 min a 161G
descartou-se o sobrenadante. Adicionou-sgu20&anol absoluto, centrifugou-se por 5 min a
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16100 g e descartou-se o sobrenadante. O predpitdédecado a temperatura ambiente e
ressuspendido em 3Q de TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA).

O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os imidores universais Y1 (5'-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3) e Y3 (5'-
CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3") (Young et al.,, 1991Nesta reagdo, com
volume final de 5QuL, as condi¢cdes de amplificacdo foram: Tampé&o IXTRls 200uM de
cada; MgC} 3,0 mM; 0,25uM de cada iniciador; 1,25L de Tween 2% e 1 U de DNA
polimerase (GoTAq Flexi DNA Polymerase - Promega). Foram utiliza86sg DNA como
molde. A reacao foi realizada em termociclador m&ppendorff® seguindo os passos: 95°C
por 2 min para desnaturacao inicial; 30 ciclos 8%9or 45 s para desnaturagao; 62°C por
45 s para anelamento; 72°C por 2 min para exten326C por 5 min para extensao final.

Os produtos obtidos foram submetidos a clivagem eondonucleasedinfl, Mspl e
Ddd. Cada reacao foi realizada separadamente, seneloag| reacoes de restricdo foram
preparadas utilizando um volume final depl5 Utilizou-se 8uL do produto de PCR; 18
do tampao (10X) especifico de cada enzima, 4 Undama e o volume foi completado com
agua ultrapura. A mistura foi incubada durante 2410 a 37°C e durante 15 min a 65°C. Os
fragmentos foram separados em gel de agarose (8Y4gr 150 min a 85V.

Como a reacdo de BOX-PCR é realizada utilizandmagpem iniciador, onde este
funciona como sens® antisenso faz-se necessario uma padronizac&mddigoes de reacao
para que se obtenha resultados que apresentemsafisfhtorio de reprodutibilidade. Para
isso, foram realizados alguns testes com a finddidde compreender o comportamento da
reacdo nas condi¢cdes da Embrapa Agrobiologia. Esstes objetivaram avaliar possiveis
variacbes nos perfis de bandas quando h& alterag8oquantidades de DNA molde,
preparacdo de misturas para reacfes em momenteentds e quando se utilizam
termocicladores diferentes. Foram testadas duastidades de DNA (25 e 5Ag) e dois
termocicladores modelo MJ MiniTM 48 Well GradierteFmal Cycler da marca BIO RAD,
sendo que para cada termociclador foi preparada mwwa mistura de reagentes e um
segundo teste para avaliar possiveis alterac6eperfis de bandas quando as misturas de
reagentes foram preparadas em momentos difereniiésando dessa vez um nimero maior
de isolados.

Apés os testes as reacdes de BOX-PCR, para compamgs isolados, foram
realizadas segundo descrito em (Kaschuk et al§)28®pregando 5Qg de DNA molde e o
iniciador BOXAL1R (5- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3') (¥fsalovic et al., 1994).
Nesta reacdo, com volume final de |25 as condi¢cdes de amplificacdo foram: Tampao 1X;
dNTPs 30QuM de cada; MgGI 3,0 mM; 2,0uM do iniciador; 0,62%9.L de tween 20% e 1 U
de DNA polimerase (GoTAgFlexi DNA Polymerase - Promega). A reacéo foiireala em
termociclador marca Eppendorff® seguindo os pas84%C por 7 min para desnaturacéo
inicial; 34 ciclos de 94°C por 1 min para desnat@ioa 53°C por 1 min para anelamento; 65°C
por 8 min para extensdo e 65°C por 15 min paransate final. Os fragmentos foram
separados em gel de agarose (1,5%, p/v) por 36@ B&HY.

2.3 - Tratamento Estatistico dos Dados

Os valores obtidos nas analises quimicas de téo&pressos como média e desvio
padrdo. Os perfis de bandas obtidos com os isold&lagdbios para as analises de ARDRA e
BOX-PCR foram analisados pelo programa GelCompg@Hplied Maths). Para isso, as
imagens dos géis foram importadas, os géis noratlez as bandas assinaladas e,
posteriormente, dendrogramas de similaridade focamstruidos utilizando o indice de
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similaridade de Jaccard para a construcdo da magrigimilaridade e o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mego@ra o agrupamento das amostras.

De posse dos dendrogramas de similaridade assiseJdobaseado na monofilia dos
agrupamentos, diferentes grupos de isolados. Bstg®s foram utilizados como unidades
taxondémicas operacionais (UTOs) para o calculagieeza de UTOs, dos valores dos indices
de diversidade de Shannon-Wiener, de equitabilidiedeielou e de dominancia de Simpson,
bem como, para andlise de rarefacdo para cadarandederra coletada.

O indice de Shannon-Wiener mede o grau de incedazgrever a qual espécie
pertencera um individuo escolhido, ao acaso, deamwstra com S espécies e N individuos.
Quanto menor o valor do indice de Shannon-Wienenamo grau de incerteza e, portanto,
menor é a diversidade da amostra. O indice ddabijidade de Pielou € um indice de
uniformidade, que se refere ao padrdo de distdouidos individuos entre as espécies. O
indice de Simpson é um indice de dominancia eteeleprobabilidade de dois individuos
escolhidos ao acaso na comunidade pertencerem rmamespécie. Quanto mais alto for,
maior a probabilidade de os individuos serem damaesspécie, ou seja, maior a dominancia
e menor a diversidade.

A andlise de rarefacao, realizada no programa Bttsnversédo 8.0 (Colwell, 2010),
conforme Magurran (1987) permitiu a construcdo devas com a variacdo do indice de
Shannon em fung¢do do numero de isolados de cadsahetisada. Neste caso, 0 programa
seleciona os isolados ao acaso compondo amostmpagsuem desde 1 até o numero
maximo de isolados da éarea, entdo para cada an®stadculado um valor de Shannon-
Wiener.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Analise Quimica das Amostras de Terra

De maneira geral, foi observada grande variacdoremgdtados das analises de solo
entre as diferentes amostras de terra (Tabelapbde-se observar que as areas amostradas
apresentam solo de baixa fertilidade quimica, aligioom elevados valores de aluminio. De
certo modo estes resultados jA eram esperados emgue essas areas estdo passando por
processo de revegetacao, iniciado recentementepbfativo de alcancar a recuperacao.

Tabela 1: Caracteristicas quimicas das 40 amostras de teretadas nas parcelas
revegetadas sobre estéril de mineracdo; das duastrasde terra coletadas em &reas
revegetadas sobre os tanques de deposicdo de dgeihineracdo e de uma amostra
de terra coletada em area de Floresta Primariaumicipio de Porto Trombetas-PA.

pH Al Ca+tMG Ca Mg P K C MO
Parcela em
agua «molc dni? mg dm’ %

1981A1 52 13 0,7 0,4 0,3 4,7 60 2,85 491
1982A1 4,7 14 0,2 0,1 0,1 58 40 2,1 3,62
1982A2 48 11 0,4 0,2 0,2 2,1 39 0,66 1,14
1983A1 51 1.3 0,3 0,1 0,1 2,7 38 255 44
1983A2 52 04 1,7 1,3 0,4 2 58 192 3,31
1984A1 4,9 1 1,2 0,7 0,5 8,1 30 2,16 3,72
1984A2 4,9 1 1,5 1,1 0,4 1,8 45 2,43 4,19
1985A1 51 1 2,3 1,8 0,5 2,8 53 2,76 4,76
1985A2 4,7 15 0,5 0,3 0,3 6 51 2,43 4,19
1986A1 45 172 1,3 1 0,3 1,7 4 261 45
1986A2 4,7 11 1,6 0,9 0,7 52 36 2,82 4,86
1987A2 45 17 1,1 0,6 0,4 5 37 3,09 5,33
1992A1 49 0,6 2,3 1,7 0,7 5 42 2,04 3,52
1992A2 44 14 0,8 0,4 0,3 3,9 25 2,31 3,98
1993A1 45 1,3 1,1 0,7 0,4 3 4 2,25 3,88
1993A2 46 1,7 0,3 0,1 0,1 2,8 39 2,19 3,78
1994A1 44 16 0,5 0,3 0,3 3,8 35 231 3,98
1995A1 51 14 0,2 0,1 0,1 2,8 21 1,77 3,05
1995A2 45 16 0,3 0,2 0,2 4,6 38 2,31 3,98

1996A3 46 1,2 0,1 0 0 2,8 15 048 0,83
1996A13 4,7 14 0,1 0 0,1 3,1 19 165 284
1997A1 46 14 0,2 0,1 0,1 3,7 21 162 2,79
1997A2 4,4 1.3 0,1 0 0,1 4 16 132 2,28

1998A1 45 09 0,2 0,1 0,1 3,3 11 0,99 171
1998A2 45 11 0,2 0,1 0,1 2,8 9 1,02 1,76
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continuacgao:

pH Al CatMG Ca Mg P K C MO
Parcela em

agua «molc dni? mg dm’ %
1999A1 4,7 0,9 0,2 0,1 01 4,4 12 1,05 1,81
1999A2 46 0,9 0,1 0 0,1 3,7 12 1,05 1,81
2000A1 45 0,9 0 0 0 2,8 1 0,3 0,52
2000A2 4,7 0,7 0,1 0,1 0 3,1 4 0,69 1,19
2001-1 44 14 0,2 01 01 55 24 2,19 3,78

2001A1 4,5 1 0,4 03 01 4,2 9 1,44 2,48
2001A2 45 11 0,3 0,1 0,2 4,6 14 1,38 2,38
2002A1 4,6 1 0,4 03 01 3.4 8 09 155
2002A2 48 0,7 0 0 0 3,1 3 0,72 1,24
2002-1 45 1.2 0,1 0,1 0 3,8 7 12 2,07
2003-2 4,6 1 0,1 0,1 0 3,4 4 099 1,71
2003-FP 4,7 0,9 0,5 04 01 3,7 8 15 2,59
2004-FP 49 0,6 1,8 14 04 4,2 18 2,1 3,62
2005-1 48 0,9 0,9 0,7 0,2 4,2 13 1,29 2,22
2006-1 46 1,2 0,2 0,2 0 8,3 9 1,32 2,28
Rejeitol 52 0,1 0 0 0 3,1 1 0,12 0,21
Rejeito2 5,7 0 0,3 02 01 3,9 1 0,09 0,16

Floresta-1 4 1,8 0,4 0,2 0,2 7,1 28 2,22 3,83

3.2 - Diversidade de Bactérias Fixadoras de Nitrogéo Noduliferas em Leguminosas

A partir do experimento implantado em condicOesaka de vegetacdo, 695 isolados
foram obtidos (Figura 2), sendo que o numero dadss para as diferentes parcelas variou
entre zero (1993A1) e 26 (2003 FP), com uma médiamtoximadamente 16 isolados por
parcela amostrada.

Todos estes isolados foram obtidos de nédulosukmdes de siratro, uma vez que, no
momento da coleta (90 dias apds plantio) ndo feentado nodulacdo na espécie de mimosa
utilizada. Alguns trabalhos tém demonstrado queé@ep pertencentes ao géndfonosa
apresentam especificidade por isolados de rizol@depcentes a subdivisdo beta de
proteobacteria, notadamente isolados do géBarkholderia(Chen et al., 2005; Reis Janior
et al., 2010) e necessitam também da associacadurgyos micorrizicos arbusculares para
gue ocorra a nodulagdo. A auséncia ou a baixadieide células de beta-rizobio nas areas
amostradas, bem como a auséncia de fungos micosiarbusculares nos vasos tipo
“Leonard” utilizados nesse experimento, podem sssiveis explicacdes para a auséncia de
nodulacdo em mimosa da canga. Por outro lado, @rnpairte das plantas de siratro
apresentou nodulacdo, demonstrando que a densdiadelulas de rizébio presente no
in6culo utilizado foi suficiente para induzir a nb@cdo em plantas de siratro. De fato, essa
espécie tem sido utilizada em varios estudos gjedivdim acessar a diversidade de isolados
de nodulos em diferentes ecossistemas (Jesus 20@ba; Lima et al., 2009).
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Figura 2: Numero de isolados de nddulos de siratro obtidoa pada uma das parcelas revegetadas amostradaseaasde mineragdo de
bauxita, nos diferentes anos (1981 a 2006), benogara as parcelas revegetadas com o plani#eaeia mangiuntRejeito 1 e Rejeito
2) e para a parcela sob Floresta. As colunas mascach cinza referem-se as parcelas que tiverarsoElos selecionados para as
analises moleculares.
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Dentre os isolados capturados, 139 obtidos da®lpard981A1, 1985A1, 1993A2,
1988A1, 2004-FP, 2006-1, Rejeito 1 e Rejeito 2arddta foram selecionados para a andlise
da diversidade por genética. Como o numero dedeslabtido foi elevado, priorizou-se os
isolados de amostras de terra coletadas em areadogam revegetadas em anos que
representam o inicio, meio e final da cronosseqaémos obtidos das amostras de terra
coletadas nas éareas de plantio Afsacia mangiumnos tanques de deposicdo de rejeito
(Rejeito 1 e Rejeito 2) e Floresta. Estes ultimmarh utilizados com a finalidade de realizar
comparagdes com as parcelas revegetadas em dfesards.

Dos 139 isolados inicialmente selecionados, dots arésceram em meio de cultivo
apos o periodo de armazenamento em meio soélidortoobem 6leo mineral e foram
excluidos das analises (1 de 2004-FP e 1 de P).

Nos géis preparados para verificacdo do produtandglificacdo por PCR do gene
16S rDNA pbde-se observar um unico fragmento deoxamadamente 1500 pb,
correspondente ao gene 16S rDNA. Para dois isold@asrcela N n&o foi obtido produto de
PCR de qualidade suficiente para realizar a ré@sirigo gene 16S rDNA, mesmo apos
purificacdo do produto de extracdo, e esses tanibeam excluidos da andlise de restrigcao.
Assim, o produto de PCR foi obtido para os 135ados$, o qual foi entdo digerido com as
endonucleases de restrigdimf I, Msp| e Ddel, que foram selecionadas em trabalhos prévios
como adequadas para separar os isolados de rigbbixeira et al., 2010). Na Figura 3
apresenta-se os perfis de restricdo obtidos, comés®nzimas utilizadas no estudo, para 25
dos 139 isolados analisados. Com base nos penfesstte&cdo os isolados foram agrupados em
um dendrograma de similaridade (Figura 4).
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Figura 3: Géis de agarose mostrando o produto da restricdgede 16S rDNA com as
endonucleases de restricBinfl (A), Msp (B) e Ddd (C). 1- Marcador de peso
molecular 1 kb plus ladder; 2-Isolado 64-2; 3- dslol 64-3; 4- Isolado 64-4; 5-
Isolado 64-5; 6- Isolado 64-6; 7- Isolado 64-7;ls%lado 64-8; 9- Isolado 64-9; 10-
Isolado 67-1; 11- Isolado 67-2; 12- Isolado 67-3; kolado 67-4; 14- Isolado 67-5;
15- Isolado 67-6; 16- Isolado 67-7; 17- Isolado34-8- Isolado 73-1; 19- Isolado 73-
2; 20- Isolado 73-3; 21- Isolado 73-4; 22- Isol&®s5; 23- Isolado 73-6; 24- Isolado
73-7; 25- Isolado 73-8; 26- Isolado 73-9 e 27- Mdur de peso molecular 1 kb plus
ladder. Os isolados 64-2; 64-3; 64-4; 64-5; 64%7/664-8 e 64-9 foram isolados a
partir da amostra de terra coletada na parcelayetaga Rejeito 1; os isolados 67-1;
67-2; 67-3; 67-4; 67-5; 67-6; 67-7 e 67-8 foramados a partir da amostra de terra
coletada na parcela revegetada 1993A2 e os isokits 73-2; 73-3; 73-4; 73-5; 73-
6; 73-7; 73-8 e 73-9 foram isolados a partir da straode terra coletada na parcela
revegetada 1981A1.

Com base nos agrupamentos visualizados no dendragm@s isolados foram
distribuidos em 25 diferentes grupos genotipidosids mais espessas na Figura 4, Tabela 2).
Para a definicdo dos grupos, foi considerada actafstica de monofilia dos diferentes
ramos. A abundancia de isolados de cada parcelmdagrupo genotipico foi utilizada para
determinacdo da riqueza de grupos e para o calieuiadices de diversidade, dominancia e
equitabilidade, possibilitando comparacdes entgaaselas.
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Figura 4: Dendrograma de similaridade genética construido ocoindice de Jaccard e
método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrugasidarmados entre os
isolados analisados pela restricdo do gene qudicadd RNA ribossomal 16S
(ARDRA).
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Tabela 2: Distribuicdo do numero de isolados nos diferentepas separados pela analise de restricdo do ge&heDINA (ARDRA), para as
amostras de terra coletadas nas parcelas 198183A191993A2, 1998A1, 2004FP, 2006-1, Florestadjelo 1 e Rejeito 2.

Parcela\Grupol 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 Riqueza*

1981A1 13 1 3 2 1 3 4 4 2 10
1985A1 12 1 4 3
1993A2 8 2 2 1 4
1998A1 1 9 1 3
2004FP 1 4 8 6 2 5
2006-1 2 1 2
Floresta-1 1 7 2
Rejeito 1 1 2 5 2 6 1 1 7
Rejeito 2 1 1 4 1 9 2 1 1 8

* NUmero de grupos (Unidades taxonémicas OperasendTOs) ocupados pelos isolados de cada parcela.
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A ARDRA foi inicialmente proposta como sendo ferearta UGtil para rapida
identificagdo do posicionamento taxondmico de chmdade rizébio, por ser baseada na
restricdo de um gene que codifica para um RNA sbwsl, permitindo a separacdo em nivel
de género e, em alguns casos, em nivel de espéridp utilizada com essa finalidade
principalmente em situacbes onde o sequenciamentgede 16S ndo pode ser realizado
(Laguerre et al., 1994; Zilli et al., 2004; Germaaial., 2006; Teixeira et al., 2010). Como o0s
isolados aqui avaliados se distribuiram em 25 gupme apresentaram similaridade
relativamente baixa (entre 30 e 60%), pode seiinfere diferentes espécies de bactérias
capazes de induzir a formacéo de nédulos estejesees nestas areas.

A diversidade de isolados também foi avaliada peionda amplificacdo com o
iniciador BOXAL1R. Esta ferramenta molecular perméeavaliacdo de varias regides
gendmicas simultaneamente, identificando variadiléintra-especifica.

Na Figura 5 é apresentado o resultado do primeste tda reacdo de BOX. Pbdde-se
observar, além de perfis de bandas bastante coogplbra reprodutibilidade destes para os
isolados analisados. Quando se comparam os pdfidos para cada isolado nas duas
quantidades de DNA testadas ndo se observou @le=r;ae néo foi observada diferenca para
as diferentes reacbes com o isolado 03-2. Issorangse houve boa reprodutibilidade nas
condi¢cdes de trabalho no laboratério, entretant@ndo se compara os perfis de bandas
obtidos para os mesmos isolados oriundos de reggfEessadas em termocicladores
diferentes foi possivel observar alteracdes sicatifras.

Analisando a Figura 6 pode-se observar, atravéspdaseiras seis amostras, a
variacado nos perfis de bandas quando se realigacdo em termocicladores distintos. Nota-
se comparando os perfis de bandas das demais asjastide muda a mistura, que houve
uma boa reprodutibilidade dos perfis. Neste tesbservou-se uma variacdo apenas para o
isolado 107-2 que produziu menos bandas na reagé@ocacmistura 2 (canaleta 17) quando
comparado com o perfil da mistura 1 (canaleta P@vavelmente, esse foi um problema
pontual, que ocorreu com a reagao da segundarenigtanaleta 17), pois o perfil observado
para a amostra na 107-2 (canaleta 10) foi simitarobservado nas reacdes anteriores
(canaleta 6). Estes resultados mostram que paes obhihaximo de reprodutibilidade neste
tipo de ensaio deve-se, sempre que possivel, jprepara Unica mistura de reagentes para a
PCR para todos os isolados e, que principalmerteg-de utilizar o mesmo termociclador
para realizacao das analises.
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Figura 5: Gel de agarose mostrando os perfis de bandas sppéta técnica de BOX-PCR,
para trés isolados testando-se as reacfes coroladas de rizébio com duas massas
de DNA molde em dois termocicladores. 1- Marcaderpeéso molecular 1 kb; 2-
isolado 03-2 2% g termociclador 1; 3- isolado 03-2 §@ termociclador 1; 4- isolado
03-2 25ng termociclador 2; 5- isolado 03-2 §@ termociclador 2; 6- isolado 03-6 25
ng termociclador 1; 7- isolado 03-6 3@ termociclador 1; 8- isolado 03-6 2fy
termociclador 2; 9- isolado 03-6 5fg termociclador 2; 10- isolado 107-2 P29
termociclador 1; 11- isolado 107-2 5@ termociclador 1; 12- isolado 107-2 8§
termociclador 2; 13- isolado 107-2 5f termociclador 2; 14- controle negativo
termociclador 1; 15- controle negativo termocicladhy 16- Marcador de peso
molecular 1 kb; 17- repeticdo do isolado 03-g5ermociclador 1; 18- repeticdo do
isolado 03-2 5@)g termociclador 1; 19- repeticdo do isolado 03-2)8%ermociclador
2 e 20- repeticao do isolado 03-2rp§termociclador 2. Os isolados 03-2; 03-6 e 107-
2 foram isolados a partir da amostra de terraadteha parcela 1981A1.
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Figura 6: Gel de agarose mostrando os perfis de bandas sppéta técnica de BOX-PCR,
para sete isolados testando-se as reacdes eneducicladores e duas misturas de
reagentes. 1- Marcador de peso molecular 1 kisa?2ado 03-2 2% g termociclador 1;
3-isolado 03-2 259 termociclador 2; 4- isolado 03-6 2fg termociclador 1; 5-
isolado 03-6 25ng termociclador 2; 6- isolado 107-2 2f termociclador 1; 8-
isolado 107-2 2%5g termociclador 2; 9- isolado 03-2 8§ termociclador 1 mistura 1;
10- isolado 03-6 25ng termociclador 1 mistura 1; 11- isolado 23-4 B§
termociclador 1 mistura 1; 12- isolado 121-8 rifh termociclador 1 mistura 1; 13-
isolado 128-8 2%)g termociclador 1 mistura 1; 14- isolado 48-1r@gbtermociclador
1 mistura 1; 15- isolado 03-2 2§ termociclador 1 mistura 2; 16- isolado 03-6r2p
termociclador 1 mistura 2; 17- isolado 23-4 2% termociclador 1 mistura 2; 18-
isolado 121-8 2% g termociclador 1 mistura 2; 19- isolado 128-8\25termociclador
1 mistura 2; 20- isolado 48-1 2fg termociclador 1 mistura 2; 21-controle negativo
termociclador 1; 22- controle negativo termocicladsy 23- controle negativo
termociclador 1 mistura 1; 24- controle negativamieciclador 1 mistura 2 e 25-
Marcador de peso molecular 1 kb. Os isolados 03326 e 107-2 foram isolados a
partir da amostra de terra coletada na parcelaAB83s isolados 23-4; 48-1 e 128-8
foram isolados a partir da amostra de terra cadeted parcela Rejeito 2 e o isolado
121-8 foi isolado a partir da amostra de terratedie na parcela Floresta-1.
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Os perfis de bandas obtidos para os diferenteadssl pela técnica de BOX-PCR
foram analisados e o0 dendrograma de similaridaideldborado. De forma similar a ARDRA,
os isolados foram distribuidos em grupos genot§icom base na origem monofiletica dos
grupos, e estes foram utilizados para o calculoqieeza de grupos (linhas mais espessas na
Figura 7, Tabela 3) e dos indices de diversidaterenete a cada parcela revegetada aqui
analisada.

Os isolados foram distribuidos em 25 grupos peldRR e em 40 grupos pela
analise de BOX-PCR. Por ARDRA mesmo quando se aumnbbs dados das trés enzimas de
restricdo, 56 isolados posicionados em diferentegog genéticos ainda apresentaram 100%
de similaridade, por outro lado, esse numero foapienas 12 para a técnica de BOX-PCR.
Isso se deve ao fato do gene 16S rDNA ser pequerapresentar regides bastante
conservadas, enquanto que a técnica de BOX avdizmtes regiées que apresentam maior
variabilidade no genoma simultaneamente. Estessdadistram que a técnica de BOX foi
mais discriminativa entre os isolados, evidenciaadaplicabilidade desta ferramenta para
separar isolados que sdo taxonomicamente proxiooospborando o observado por outros
autores (Grange e Hungria, 2004; Alberton et #1062 Vargas et al., 2007; Stocco et al.,
2008).

Por ser uma técnica com elevado poder de discrgdmaa mesma € mais Gtil em
estudos onde o objetivo é a comparacdo do nivelivazsidade entre diferentes sitios. No
presente estudo foram calculados os indices desdiagle com os dados de ARDRA e BOX.
Observou-se que os resultados foram similares (@&i§) contudo, a analise de rarefacao
(Figura 9) foi realizada somente com os dados deidg de BOX, justamente por ter
discriminado um nuimero mais elevado de isolados.

Entre as areas revegetadas, o nivel de diversaladado pela riqueza de UTOs, pelo
indice de Shannon-Wiener e pela equitabilidadeieledfoi mais elevado na area revegetada
a mais tempo (1981A1) e diminui com o tempo, semgmor na area revegetada a menos
tempo (2006-1). A area revegetada 2006-1 apresent@lor mais elevado para o indice de
Simpson e 0 menor para o indice de Pielou o quaaalominancia de poucas espécies na
comunidade de isolados (Figura 8). As demais aapassentaram valores intermediarios,
sendo que a area revegetada em 2004 apresentoul@aiqueza por ARDRA e valores para
os indices de Shannon-Wiener e Pielou mais elevades o observado para as areas
revegetadas em 1993 e 1998 e valores proximostsesvados para a area de 1985.

Um coeficiente de correlacdo de -0,88 foi obtidarglo se relacionou o tempo de
revegetacao a riqueza estimada pelo BOX-PCR, paaseas revegetadas (1981, 1985, 1993,
1998, 2004 e 2006). Essa correlacdo evidencia ereddo na Figura 8 que mostra o
decréscimo de diversidade a partir das areas radEge a mais tempo para as areas
revegetadas mais recentemente, revelando uma oetag@ie diversidade de isolados de
nodulos e o tempo de revegetacdo das areas ammlapizFoi possivel, concluir que as
estratégias de revegetacdo utilizadas nessas t@rmaproporcionado o estabelecimento de
comunidade de plantas capaz de sustentar o inctemeriversidade de isolados de nédulos
com o passar do tempo.

Melloni et al. (2006) mencionam que estudos de rdilade de grupos-chave de
microrganismos em areas recuperadas sao importaoissalém de fornecerem indicativo do
efeito de diferentes métodos de reabilitacdo s@brdiversidade desses microrganismos
podem ainda prover o isolamento de estirpes efesetom potenciais diversos.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade genética construido
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Rejeito |
Rejeito 1
1981 A
Rejeito 2
1998 Al
1998 A1
Rejeito 2
Rejeito 2
Rejeito 2
981 Al
1981 Al
1981 Al
1981 Al
1993 A2
Rejeito 2
1981 Al
1981 Al
1981 Al
1993 A2
1993 A2
Floresta 1
1985 Al
Rejeito 1
Rejeito 2
1993 A2

ocofndice de Jaccard e

método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrugasidarmados entre os

isolados analisados pela técnica de BOX-PCR.
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Tabela 3: Distribuicdo do numero de isolados nos diferegtepos separados pela técnica de BOX-PCR, pamaestias de terra coletadas nas

parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2004FB62D0 Floresta-1, Rejeito 1 e Rejeito 2.

Parcela\Grupo 12 3 45 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

1981A1 11 1 1 2 1 2
1985A1 4 2 1 1

1993A2 1 1
1998A1 2 1

2004FP 12 12 4 1 1

2006-1 1 2

Floresta-1 7

Rejeito 1 1 11 2 1 4
Rejeito 2 1 11 1 1 1 1 1

continuacao

Parcela\Grupo 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 Riqueza*

1981A1 1 1 3 1 4 1 1 1

1985A1 3 1 1
1993A2 5 2 1 2 1
1998A1 1 2

2004FP

2006-1

Floresta-1 1

Rejeito 1 3 2 1 2 1
Rejeito 2 2 2 1 1 2 1 1 1

[

* Numero de grupos (Unidades taxonémicas Operamceh Os) ocupados pelos isolados de cada parcela.
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O Rigueza-BOX =3 Simpson BOX E3  Shannon-Wiener BOX @l PFPiclou BOX
Riqueza-ARDRA ~ EZA Simpson ARDRA @& Shannon-Wiener ARDRA E= Piclou ARDREA

Valores dos indices

Parcelas amostradas

Figura 8: Riqueza de grupos genotipicos, valores dos iadleedominéncia de Simpson, de diversidade de Shanener e de equitabilidade
de Pielou observados para o grupo de isoladozdkioi analisados pela restricdo do gene 16S rDNRORA) e pela técnica de BOX-
PCR para as amostras de terra coletadas nas garegkgetadas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2BQ40O06-1, Floresta-1,
Rejeito 2 e Rejeito 2.
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Comparando as areas revegetadas com a area sebt&I@floresta-1) e com as duas
areas que foram revegetadas com o plantidadeia mangiuniRejeito 1 e Rejeito 2) péde-se
observar que a area sob Floresta apresentou névedivitrsidade menor que as areas
revegetadas, exceto para a area revegetada ene 2M@6as duas areas sob plantié\dacia
mangiumapresentaram nivel de diversidade similar ao obderpara a area revegetada em
1981.

As areas revegetadas com o planticAdacia mangiunforam recuperadas a 17 anos
(1993), nesse tempo as alteracdo ocasionadas @edatira da area com uma espécie da
familia das leguminosas possivelmente proporciandeposicdo de material vegetal sobre o
solo que propiciou condi¢des para o estabelecimeéamtoomunidade diversa de isolados de
nodulos, conforme encontrado nesse estudo. Maiargidade de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de nitrogénio (BNLFN) &ohbém encontrada em areas revegetadas
com as leguminosas bracatinga e feijdo-guandu ajpddade de mineracédo (Melloni et al.,
2006).

A capacidade de espécies de leguminosas colonizaralvientes degradados é
relatada na literatura (Franco e de Faria, 1997¢m,sido relacionada ndo somente ao fato
destas formarem associac¢des simbidticas com keféradoras de nitrogénio incorporando-
0 ao solo, mas também ao fato destas se assoaaf@ngos micorrizicos arbusculares. Isso
favorece a nutricdo de plantas e possibilita autaptais eficiente de nutrientes. Como
resultado do incremento de nitrogénio na biomassé&sercdo de nutrientes importantes,
como o fosforo, o plantio de leguminosas favoreseassao vegetal.

Baseado na analise de rarefacdo pbde-se obsexcatp @para a area revegetada em
2006, estabilizacdo dos valores do indice de SheWiener indicando que foi possivel fazer
estimativa acurada da diversidade de isolados delo® com o numero de isolados obtidos.
Para a area revegetada em 2006 o numero de isahtidss foi baixo, 0 que comprometeu a
estimativa da diversidade, que poderia ser maiged#e caso o numero de isolados fosse
maior, pois ndo foi possivel perceber estabilizaf@ovalores do indice de Shannon-Wiener
(Figura 9).

Menor nivel de diversidade de isolados de ndduhlosaeeas sob Floresta quando
comparado com areas sob cultivo ou capoeira tanibéam encontrados por outros autores
(Jesus et al., 2005a; Lima et al., 2009; Mellordlgt2006). No presente estudo o menor nivel
de diversidade na area sob Floresta foi confirnpeadi@ analise de rarefacéo (Figura 9).

Jesus et al. (2005a) avaliando o efeito do tipasteda terra sobre a diversidade de
isolados de nédulos capturados por siratro, obsmrvaue a area sob cultivo de mandioca
apresentou maior rigueza e diversidade que as aobkaEloresta e cultivo de pupunha, que
nao diferiram entre si. Lima et al. (2009) tambémliando a comunidade de isolados de
nddulos de siratro em areas com diferentes tipassdena Floresta Amazénica observaram
que a riqueza de isolados de nodulos na area@@stth primaria (PF) foi igual a 12, sendo o
valor mais baixo entre as areas analisadas. Oseggb@ara as demais areas foram 46 para area
sob cultivo agricola (AG), 48 em Agrofloresta (ABY para area identificada como floresta
secundaria velha (OSF), 28 em floresta secundévia (¥ SF) e 29 em area de pasto (PA).

Os dados apresentados nesse trabalho corroboreeauliedos obtidos por Melloni et
al. (2006) que observaram menor nivel de diversidiisolados de nddulos em areas recém
revegetadas, maior em areas recuperadas com wocddileguminosas e que a revegetacao
incrementa a diversidade deste grupo chave de rgamsmos.
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Figura 9: Variagbes dos valores do indice de diversidadeh@damnon-Wiener em funcédo do nimero de isoladodaxpara as amostras de terra
coletadas nas parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2,AD9B004FP, 2006-1, Floresta-1, Rejeito 1 e RejeitBstes dados foram obtidos
pela andlise de rarefacdo a partir da distribuifgoisolados nos grupos pela técnica de BOX-PCR.

31



4 - CONCLUSOES

Obteve-se isolados de nodulos de siratro de todgsaecelas avaliadas, exceto da
parcela Al revegetada em 1993, a qual ndo promowedulacdo da planta iscca.

Nenhuma amostra de terra tomada nas areas pron@veadulacdo deMimosa
acutistipula.

O aumento do tempo de revegetacdo proporcionanmer® na diversidade de
isolados de nédulos de siratro.

Areas revegetadas a mais tempo mostram maioresefndicologicos de riqueza,
diversidade e equitabiliade de unidades taxonOnapasacionais.

A area sob Floresta apresenta menor nivel de rgeediversidade que as areas
revegetadas, exceto quando comparada com a aeggetadta a menos tempo (2006-1).

As areas revegetadas a legumingsacia mangiunem 1993 apresentam riqueza e
diversidade, similares a area revegetada em 1981.
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CAPITULO Il

DIVERSIDADE DE FUNGOS MICORR[ZIQOS ARBUSCULARES EM AREAS COM
DIFERENTES IDADES DE REVEGETACAO APOS A MINERACAO D E BAUXITA
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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo bimodf obrigatérios que estabelecem
relacdo simbiotica de natureza mutualistica coma#rna das espécies de planta terrestres.
Nesta simbiose o fungo fornece principalmente aguautrientes as plantas e recebe
fotoassimilados. A diversidade de FMAs afeta a cetigo e composicao floristica de uma
area. Flutuacdo nas populacbes destes microrgamigmde acarretar flutuacdes nas
populacdes de plantas. Neste cenario, a diversidadéungos micorrizicos arbusculares
apresenta significativa importancia para a mandierga funcionalidade de ecossistemas
naturais. Neste trabalho, avaliou-se por meio e@atificacdo morfolégica de esporos e por
meio de ARDRA e DGGE o perfil da comunidade de FMAS areas com diferentes idades
de revegetacdo. Neste levantamento 13 espéciesMbes Foram encontradas, sendo
observado predominio da espé€#omus macrocarpumtanto em relacdo a ocorréncia
quanto em relacdo ao numero de esporos. Nao fendmo relacdo entre a diversidade de
FMAs e o tempo de revegetacdo das areas, muitorantoha sido observada reducdo da
diversidade de FMAs nas areas revegetadas apas @dea2000. Foi possivel detectar FMAs
nas raizes através da PCR e, por meio de ARDRA @élB@bservou-se perfis de bandas
complexos. Os agrupamentos obtidos nao apresenédesim do ano de revegetacdo. Como o
nivel de riqueza observado em cada parcela foobaixcorreu predominio de uma espécie de
FMA po6de-se concluir que estas &reas ainda apesseelevado grau de perturbagcdo da
comunidade de FMAs.

Palavras chave PCR-RFLP. Simbiose. Sucessdo. Levantamento.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligatoryiolrophs that establish symbiotic
relationship of evolutionary nature with approxielgt80% of all terrestrial plant species. In
this symbiosis the fungus mainly supplies water andrients to plants and receives
photoassimilates. The AMF diversity affects botimpetition and floristic composition of an
area. Fluctuations in the population of this grofimicroorganisms may cause fluctuations in
plant populations above-ground. In this context, AMversity has significant importance for
maintaining the functionality in natural ecosystemmsthis work AMF community profile in
areas with different ages of revegetation was etatl by morphological identification of
spores and both ARDRA and DGGE techniques. Inwligk, 13 AMF species were found
and dominance of Glomus macrocarpum species wasnass both as determined by
occurrence measurements and by spore number cguNitinrelationship between arbuscular
mycorrhizal fungi diversity and the revegetatiamei was observed in these areas, although a
decrease in arbuscular mycorrhizal fungi diversityhe degraded areas revegetated after the
year 2000 was observed. It was possible to detéctsaular mycorrhizal fungi in roots by
PCR and a complex band profile was obtained by ARRd DGGE analyses. The clusters
obtained showed no effect of revegetation timethesrichness level observed in each plot
was low and there was predominance of one spetigbib, it might be concluded that these
areas still present a high degree of disturbance.

Keywords: PCR-RFLP. Symbiosis. Succession. Survey.
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1 - INTRODUCAO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sao fungdos filo Glomeromycota,
abundantes e diversos em solos e ocorrem na malosieecossistemas vegetais terrestres
(Starmer e Siqueira, 2008; de Souza et al., 2@&ps fungos sdo biotroficos obrigatérios e
estabelecem relagbes simbidticas mutualisticas atleraza evolutiva com a maioria das
espécies vegetais, agindo como uma extensdo demsistadicular das plantas. Como
consequéncia das hifas funcionarem como prolongannsistema radicular, a associagao
micorrizica influencia a nutricdo de plantas poliamde dois mecanismos basicos de acéo,
sendo a promocédo do incremento de superficie dergilas e 0 aumento do volume de solo
explorado pelo sistema radicular. Isto resulta emincremento na absorcédo de nutrientes,
especialmente daqueles que apresentam menor taxakikdade no solo, como o fésforo,
ou no incremento da absorcao de agua sob condigdestresse hidrico (Moreira e Siqueira,
2006). FMAs apresentam também efeito sinergistitwesa fixacdo bioldgica de nitrogénio
(FBN) em algumas interacgOes triplas (fungo-plargetéria), incrementando a fixacao pelo
fato das leguminosas estarem mais bem nutridaglguam associacdo com FMAs ou quando
estes influenciam no processo de infeccéo radi¢ddemus et al., 2005b).

Os efeitos benéficos dos FMAs para diferentes éspémgetais sdo relatados na
literatura tanto para culturas agricolas como adioaa (de Souza et al., 1999) como para
espécies florestais como trema, fedegoso, aroeirtnpau ferro (Siqueira e Saggin-Junior,
2001; Santos, 2008). Mais recentemente o papeFhN#ss em ecossistemas complexos tem
sido estudado. Siqueira et al. (1998), Zangard. ¢2@03; 2005; 2007; 2008) e Pouyu-Rojas
et al. (2006) mostraram que existem diferencas omportamento simbidtico, efeitos
diferenciados de FMAs sobre plantas pertencentelifesentes grupos sucessionais e a
existéncia de especificidade funcional entre difes® pares simbiontes, o que torna esse
grupo de fungos de extrema importancia para 0 raeegonservagdo de ecossistemas
complexos.

van der Heijden et al. (1998) e Santos (2008) cpingltn experimentos onde
avaliaram o efeito do incremento de riqueza de FMAbre diferentes comunidades de
plantas. Os autores observaram que a diversidageadutividade do ecossistema aumentam
com incremento no numero de taxons de fungos nooos, permitindo os autores
concluirem que a presenca de fungos micorrizicosgéerida para manutencao de nivel
basico de diversidade de plantas e que baixa dieels do fungo pode ocasionar flutuacdes
na composicao e estrutura das comunidades de glanta

Com base nestes resultados esta sendo atribuidatémgia adicional aos FMAs com
relacdo a capacidade de estabelecimento de désrergpécies vegetais em crescimento
conjunto, principalmente em ambientes degradadadeBciando, dessa forma, que os FMAS
apresentam papel importante para o estabelecineemtanutencéo de comunidades vegetais
complexas.

A diversidade de fungos micorrizicos arbusculafFddAs) em dado ecossistema pode
ser acessada, principalmente, de duas formas.nepd e, até 0 momento, a mais difundida,
€ por meio da identificacdo dos esporos produzpmmwsesses fungos com base em seus
caracteres morfologicos. Compilando os trabalhddigados até aquele momento, de Souza
et al. (2008) citaram que os géne@®omus Acaulosporae Scutellosporasdo os que
apresentam os maiores numeros de espécies deswitad 07, 33 e 33, respectivamente, de
um total de 205.

Sturmer e Siqueira (2008) sumarizaram os estuddizados no Brasil avaliando a
diversidade de FMAs por meio da identificacdo miogiwa de esporos e listaram espécies de
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FMAs das familiasAcaulosporacegeGlomeraceag Gigasporaceage Archeosporaceae
Paraglomeraceaecomo ja tendo sido identificadas no Brasil.

Estes trabalhos revelam o esforco realizado parhener a diversidade de FMAs em
ecossistemas brasileiros, entretanto, em funcativeasidade de ecossistemas vegetais e de
plantas potencialmente hospedeiras aos FMAs pessert territorio pode-se afirmar que
pouco se conhece da diversidade de espécies degie de microrganismos em solos
brasileiros.

Alternativamente, essa diversidade pode ser aaespad meio da utilizacdo de
ferramentas de biologia molecular. O emprego deidés de biologia molecular nos estudos
de ecologia tem revolucionado as pesquisas nesta @ isolamento e a caracterizacédo de
acidos nucléicos permitem a identificacdo, sem sgdade de cultivo, de microrganismos
diretamente do ambiente. Com isso € possivel eaizat a diversidade genética e a estrutura
de comunidades de microrganismos que ocorre noasbkssociada as plantas. Neste caso,
através da extracdo do DNA de amostra ambientaé go caso de FMAs usa-se
principalmente raizes colonizadas, com posterioplificacdo deste DNA utilizando
iniciadores desenvolvidos para amplificar o DNA s#ss fungos, pode se ter idéia da
diversidade deste grupo.

Alguns autores propuseram a utilizacdo de ferramsede biologia molecular para
acessar a diversidade de FMAs por meio da idemtdic dos acidos nucléicos, sob a
justificativa de que a populacédo de esporos presamt solo possa ter pouca relagdo com a
populacdo de FMAs colonizando as raizes. Neste, casthorias nestas técnicas podem
proporcionar identificacdo direta da populacéo B&S na planta (Husband et al., 2002a;b).

Para isso os fragmentos de DNA obtidos da comuaidkdfungos colonizando as
raizes, sdo analisados por meio de técnicas confoRAR(Analise de restricdo do DNA
ribossomal amplificado), DGGE (Denaturing Gradi&eat Electrophoresis — eletroforese em
gel com gradiente desnaturante), TGGE (TemperaGradient Gel Electrophoresis —
eletroforese em gel com gradiente de temperatwa),T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism — polimorfismo de campnto dos fragmentos terminais
de restricdo). Essas ferramentas podem fornecercomp@aracdo do nivel de diversidade
entre amostras distintas e/ou, alternativamentefraggnentos podem ser individualizados
através do processo de clonagem. Apés a clonageas, estratégias podem ser utilizadas.
Primeiro, os fragmentos amplificados podem serridisdos em classes pelo padrdo de
restricio dos fragmentos individualizados (RFLP- stRetion Fragment Length
Polymorphism — polimorfismo de comprimento dos imnagtos de restricdo) e
posteriormente, o sequenciamento fornecera um rdistento da identidade dos clones.
Admitindo que as classes sejam amplificadas e demgroporcionalmente, os numeros
referentes a abundancia de clones em cada clasempentdo ser utilizados como uma
estimativa da proporcao destes nas raizes.

Por outro lado, os clones podem ser diretamentigesetados fornecendo estimativa
da diversidade de FMAs nas amostras. O numero dee<l seqienciados pode ser
estabelecido pelos autores ou, de forma mais egrestabelecido com base em curvas de
saturacdo de unidades taxondémicas operacionais g))JT@lotando numero de clones
sequenciados contra o numero de UTOs observadas.

Neste trabalho objetivou-se avaliar a diversidagl&MAS, utilizando a caracterizacao
morfolégica dos esporos obtidos a partir das ameste terra, bem como, avaliar o perfil da
comunidade de FMAs colonizando raizes das esp®isesa latifolia (Lacre Vermelho) e
Cecropia hololeucdEmbauba) por meio das analises de ARDRA e DGGEaeras com
diferentes idades de revegetacao apos a mineraddaudita.

37



2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Area de Estudo e Coleta

A area de estudo e as amostras de terra coletadas gxtracdo de esporos foram as
mesmas do estudo de diversidade de isolados ddosodescrito no Capitulo | (Itens 2.1 e
2.2). As amostras de terra, coletadas na profuddida 0-20 cm, foram transportadas para o
Laboratério de Leguminosas Florestais do Centroiddat de Pesquisa de Agrobiologia
(Embrapa Agrobiologia), secadas a temperatura antebee entdo usadas para a extracdo de
esporos. Para coleta de raizes, destinadas aseandloleculares, plantas das espédissia
latifolia (Lacre Vermelho) eCecropia hololeucalEmbauba) foram amostradas em cada
parcela. As amostras de raizes foram cuidadosarnelgi@das a fim de evitar contaminacao
com raizes de outras espécies vegetais. O sol@ades raizes foi eliminado e estas foram
armazenadas em sacos plasticos fechados contelida gél para desidratacdo. No
laboratorio de Leguminosas Florestais as raizemnfdransferidas para tubos plastico tipo
“Falcon” contendo etanol 80% (v/v) e estes armadena 4°C até a realizagdo das andlises.

2.2 - Avaliacdo da Diversidade de FMAs por Meio d€aracteristicas Morfologicas dos
Esporos

Os esporos foram extraidos de amostras de 50 ntéride por meio de peneiramento
umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugag@oagua e sacarose 45% (Jenkins,
1964). Os esporos foram contados e agrupados coafoaracteristicas de tamanho e cor.
Posteriormente, representantes de cada grupo deossfpram montados em laminas para
microscopia onde se utilizou alcool polivinil enctiaglicerol (PVLG) e PVLG mais reagente
de Melzer (1:1) como montantes.

A identificacdo das espécies de FMAs foi feita carapdo a morfologia dos esporos
com as descricbes existentes em Schenck e Perg@) (@no site da International Culture
Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (httpo¥am.caf.wvu.edu).

2.3 - Avaliagao da Diversidade de FMAs por Meio dARDRA e DGGE

Para a extracdo do DNA, as raizes foram retiradadabol 80%, secadas em estufa a
65°C e maceradas em nitrogénio liquido. A extrad@dNA foi realizada utilizando o kit
comercial DNeasy Mini Plant Kit (marca Qiagen®),ge®do as recomendacdes do
fabricante De posse do produto de extracdo, sequéncias fispealo gene 18S do RNA
ribossomal (18S rDNA) dos FMAs foram amplificades) trés reacfes de PCR, e analisadas
meio de eletroforese em gel com gradiente desmaeu(BGGE) e de eletroforese em gel de
agarose apos a restricdo com endonucleases (ARDRA).

Na primeira reacdo de PCR foram utilizados os adcies AML1 (5'-
ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGA-3) e AML2 (5'-
GAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3') (Lee et al., 2008). O kone final da reacdo foi de
15 uL, e as condicbes de amplificacdo foram: TampaoddXfPs 200uM de cada; MgGl
1,625 mM; 0,2uM de cada iniciador; 0,14g pL™ de BSA (albumina bovina sérica); 0,78%
vlv de formamida e 1 U de DNA polimerase (GoTAgexi DNA Polymerase - Promega).
Foi utilizado como DNA molde RL da diluicdo 1:20 do produto de extracdo. A reapio
realizada em termociclador marca Eppendorff® setpios passos: 94°C por 3 min para
desnaturacao inicial; 30 ciclos de 94°C por 45 ra jpiesnaturacao; 58,5°C por 1 min para
anelamento; 72°C por 55 s para extensdo e 72°6 par para extensao final.

O produto de PCR foi verificado em gel de agardge(f/v). Para as amostras que
sentaram bandas visiveis foi feita diluicdo de Q016 para as outras diluicdo 1:500.
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Posteriormente, foi realizada uma segunda reacéo iniciadores NS31 (5'-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3, Simon et al.,, 1992) camde o grampo de GC
NS31GC (5'-
CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGLCGGGGLCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCRAG
GGTGCC-3', Kowalchuk et al., 2002) e AM1 (5- GTTOCGTAAGGCGCCGAA-3',
Helgason et al., 1998). Nesta reacdo, com volumal fde 35uL, as condi¢bes de
amplificacdo foram: Tampé&o 1X; dNTPs 2(GM de cada; MgGl 2,5 mM; 0,2uM de cada
iniciador; 0,135.g UL de BSA e 1 U de DNA polimerase (GoTAglexi DNA Polymerase
- Promega). Foi utilizado como DNA moldeguR da diluicdo do produto da primeira PCR. A
reacao foi realizada em termociclador marca Eppd#i®seguindo os passos: 94°C por 3
min para desnaturacéo inicial; 34 ciclos de 94°Clpmin para desnaturacdo; 60°C por 1 min
para anelamento; 72°C por 1 min para extensaceasida final a 72°C por 5 min.

Com o produto da segunda PCR procedeu-se a adaliperfil da comunidade de
FMAs presentes nas amostras de raizes por meicdad de DGGE. Os produtos obtidos
foram separados por eletroforese em gel de pdaauda 6% p/v (37,5:1 acrilamida:bis-
acrilamida) com gradiente quimico desnaturante,pomto por formamida e uréia, variando
de 30 a 45% (100% de desnaturante corresponde de7iMéia e 40% de formamida), em
TAE 0,5X a 60°C sob voltagem constante de 75 \Amter 15 horas. Os géis foram corados
com brometo de etidio e fotografados sob luz UV.

O DNA das amostras de raizes foi analisado peteg@s do gene 18S rDNA em gel
de agarose (ARDRA). As amostras com amplificacam iniciadores NS31GC-AM1,
usados para o DGGE, foram amplificadas com osadaries NS31 e AML'3

Para a terceira reacado de amplificacdo com osadoces NS31-AML3, com volume
final de 35uL, as condi¢des foram: Tampé&o 1X; dNTPs p80de cada; MgGl2,2 mM; 0,2
UM de cada iniciador; 0,138g pL™* de BSA e 0,75 U de DNA polimerase (GoTAglexi
DNA Polymerase - Promega). Utilizou-se como DNA deol2uL da diluicdo do produto da
primeira PCR com os iniciadores AML1-AML2. A reactm realizada em termociclador
marca Eppendorff® seguindo os passos: 94°C e Jarm desnaturacdo inicial; 2 ciclos de
94°C por 1 min para desnaturacdo; 60°C por 1 nmia paelamento; 72°C por 1 min para
extensao; 28 ciclos de 94°C por 1 min para desagiar 58°C por 1 min para anelamento;
72°C e 1 min para extensao e extensao final a @@6 min. Posteriormente, o produto desta
PCR foi digerido com as endonucleastsfl, Tad e Hsp29Il, conforme recomendacdes do
fabricante e o produto da restricdo separado emayajarose 3% (p/v) por 180 min a 60V.

2.4 - Tratamento Estatistico dos Dados

A frequéncia de ocorréncia dos esporos de cadaiesgé FMA foi usada para o
calculo da riqueza de espécies, os valores dosefmdie dominancia de Simpson, de
diversidade de Shannon-Wiener e de equitabilidadeielou para cada amostra de terra.

Os perfis da comunidade de FMAs obtidos com os @giDGGE e ARDRA foram
utilizados para a construcado de dendrogramas d@sdade entre as amostras. Para isso, as
imagens dos géis foram utilizadas para normalizdedoeletroforeses, as bandas assinaladas
e os dendrogramas de similaridade genética foranstmodos utilizando o indice de
similaridade de Jaccard para a construcdo da nigrsgmilaridade e o método UPGMA para
0 agrupamento. Para essas analises utilizou-sagogona GelCompar Il (Applied Maths).

LA sequéncia do iniciador AML3 foi desenvolvida pglopo de pesquisa coordenado pelo pesquisador JPW
Young da Universidade de York e ainda néo foi mauola.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Avaliacdo da Diversidade de Fungos Micorrizas Arbusculares Pela Ocorréncia de
Esporos

Foi possivel recuperar esporos e identificar aéasp de FMAs presentes em 41 das
43 amostras de terra analisadas. Para as amosttagal coletadas nas parcelas revegetadas
comAcacia mangiunfRejeito 1 e Rejeito 2) dentro dos tanques detogjedo foi observada
a ocorréncia de esporos.

Caproni et al. (2005) avaliaram a ocorréncia e rdidade de esporos de FMAs em
areas de estéril revegetado cdnacia mangiumapos mineracdo de bauxita em Porto
Trombetas. Neste trabalho os autores identificatam total de 18 espécies de FMAs
pertencentes aos géner@tomus (7 espécies)Acaulospora(6 espécies)Scutellospora(2
espécies)ArcheosporaEntrophosporae Gigaspora(l espécie cada). Segundo estes autores
a ocorréncia das espécies de FMAs na forma de aspoode ser influenciada pela
composicdo de espécies de plantas, por fatoreseatals e edaficos, bem como, pela
natureza da amostragem utilizada.

A auséncia de esporos nas parcelas implantadaso diod tanques de deposicao de
rejeito revelam elevado grau de degradacéo, supssi@bservado nas parcelas implantadas
sob o substrato denomindo estéril estudado pord@agt al. (2005). Como um nivel minimo
de diversidade de FMAs tem sido considerado defsigtiva importancia para a manutencao
de diversidade de plantas em uma area (van dedéteigt al., 1998) estratégias que
aumentem a riqueza e o numero de propagulos de Fid#tas areas devem ser estudadas.

Treze espécies distintas de FMAs foram encontraslasjo que seis pertencem ao
géneroGlomus cinco ao génerdcaulosporauma ao géner8cutellosporae uma ao género
Gigaspora(Tabela 4 e Figura 10).

Caproni et al. (2003) realizaram coletas nos pesgoseco e chuvoso em areas
revegetadas em diferentes épocas apls a atividadmimeracdo de bauxita em Porto
Trombetas e encontraram 57 espécies de FMAS, perits a seis géneros. O maior nimero
de espécies identificadas em todas as areas adass{rartenceu ao géndebomus seguido
pelos génerosAcaulospora Entrophospora, Scutellospora, Gigaspom Archeospora
representando respectivamente 49%, 19%, 12%, 12%0,e72% do total das espécies
encontradas.
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Tabela 4: Ocorréncia, em relacdo ao numero total de amodeaerra analisadas, numero
total de esporos e percentagem de esporos paraespdaie e para cada género de
FMA, em relac&o ao total de esporos encontrados.

Espécies Numero de parcelas que Numero total Percentagem de
houve ocorréncia de esporos esporos
Glomus macrocarpum 41 18605 96,65
Glomusspl 7 66 0,34
Glomus fasciculatum 5 103 0,53
Glomus etunicatum 3 12 0,06
Glomus clarum 1 5 0,03
Glomussp2 1 5 0,03
GéneroGlomus 41 18796 97,64
Acaulospora mellea 12 110 0,57
Acaulospora tuberculata 7 92 0,48
Acaulosporasp 4 26 0,14
Acaulospora foveata 2 13 0,07
Acaulospora 1 4 0,02
scrobiculata
GéneroAcaulospora 20 245 1,28
Scutellospora scutata 12 184 0,96
GéneroScutellospora 12 184 0,96
Gigaspora margarita 11 24 0,12
GéneroGigaspora 11 24 0,12
Total Geral 19249 100
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Figura 10: Esporos de fungos micorrizicos arbusculares ideatis nas parcelas avaliadas.
(A) Scutellospora scutata(B) Gigaspora margarita (C) Acaulospora mellea(D)
Glomus spl (esporocarpo); (EAcaulosporasp.; (F) Glomus clarum (G) Glomus
macrocarpum (H) Acaulospora foveatgl) Acaulospora tuberculatgJ) Glomussp2;

(K) Acaulospora scrobiculatgL) Glomus etunicature (M) Glomus fasciculatum
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Objetivando avaliar o efeito da conversao de flaetropicais em areas de pastagens
sobre a comunidade de FMAs Picone (26G®liou por meio da morfologia de esporos a
diversidade de FMAs em sitios da Nicaragua e (R&ia Neste trabalho considerando todas
as amostras, 28 morfo-espécies distintas forantifbawlas. Destas, 12 foram classificadas
como pertencentes a familicaulosporaceall a familiaGlomaceaee cinco a familia
Gigasporaceae Considerando todas as espécies recuperadas estgtip, foi observada
maior abundancia da espécie designada c@iomnus “small brown” tanto nas areas de
floresta quanto nas areas de pasto.

Guadarrama e Alvarez-Sanchez (1999) avaliaram adéimgia de esporos e o numero
de espécies de FMAs em floresta tropical no MéxXiaste estudo os autores encontraram 16
morfo-espécies, sendo que 8 foram classificada® ¢lmmus 3 comoSclerocystis3 como
Acaulosporae 2 comoGigaspora Lovelock et al. (2003) avaliando a comunidadd-MAs
em areas de floresta tropical na Costa Rica, solbsvaspectos, encontraram 13 “grupos
taxondmicos” de FMAs. Destes, sete foram classlibsacomo pertencentes ao género
Acaulosporacom 96,8% dos esporos, dois ao gérgaatellosporatrés ao génerGlomuse
um ao géner&igaspora

Leal et al. (2009) estudaram o efeito do sistemasdeda terra sobre a ocorréncia e
diversidade de FMAs em amostras de solo de areasgido Amazbnica brasileira. Neste
trabalho os autores utilizaram da estratégia dievoudrmadilha para a obtencéo dos esporos,
com o objetivo de obter esporos de melhor qualideamia a identificacdo dos caracteres
morfologicos. Foram montados vasos de cultivoaaiido ou as plant&orghum sudanense
(também denominado de sorgo Sudao, capim Sudage sadan) &igna unguiculataou as
plantasBrachiaria decumbens Neonotonia wightiiNeonotonia wightiié uma leguminosa
de origem Africana, utilizada em pastagens conadas conhecida como soja perene) e 0s
autores conseguiram recuperar 24 espécies de F@siderando os dois pares de plantas
armadilhas, foi observado que o nimero de espéee®scia na seguinte ordem de género
Acaulospora Glomus Entrophospora Gigaspora Archeospora Scutellospora e
Paraglomus As espéciesAcaulospora delicata Acaulospora foveata, Entrophospora
colombiana e duas espécies d&lomus ndo descritas foram as mais abundantes e
freqientemente recuperadas nas culturas armadilhas.

O predominio de espécies de FMAs pertencentes &GerasAcaulosporae Glomus
observado nesse trabalho esta de acordo com ovatieegm outros trabalhos realizados em
diferentes ecossistemas. Entre as 205 espéciedAs Hescritas até o presente momento,
107 pertencem ao génefdomus 33 ao génerdcaulosporae 33 pertencem ao género
Scutellospora o que pode explicar em parte essa maior aburalatas espécies destes
géneros nos estudos de avaliacdo da diversidad8diza et al., 2008). Este fato também
pode estar relacionado com as caracteristicasniiesr@é estratégia de vida destas espécies.
Espécies destes géneros produzem esporos peqdenfosma mais abundante e colonizam
abundantemente as raizes, enquanto espéci€igdsporaceage por exemplo, produzem
esporos maiores em menor quantidade, com colomizaghos intensa (de Souza et al.,
2005). Do ponto de vista evolutivo, isso ndo expliompletamente a maior diversidade de
um género quando comparado com outro, mas uma fiagibdade de acessar 0s esporos no

% Neste trabalho foi mantida a classificacdo taxdnamos FMAs apresentada nos artigos
citados, mantendo o nome cientifico da espécie sguiecdo utilizada para a unidade
taxonbmica operacional, seja “espécie”, “morfo-esdé “morfo-tipo”, “grupos
taxondmicos” ou “tipos fungicos”. Ver de Souza let(2008), Oehl et al. (2008) e Morton e
Msiska (2010) para uma atualizada classificacaon@mica dos FMAs.
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solo pode ter influéncia sobre os resultados deantamentos de diversidade e sobre a
descricdo de espécies.

Dentre as 13 espécies identificadas neste trab@servou-se predominio bastante
elevado deGlomus macrocarpuntanto, avaliando a freqtiéncia de ocorréncia despecie
nas diferentes amostras de terra, quanto em relagaaoimero total de esporos obtidos.
Glomus macrocarpuraomente néo foi encontrado apenas nas duas amdsttarra em que
nao se obteve esporos e o numero de esporos dpEsAaeerepresentou 96,65% dos esporos
encontrados (Tabela 4 e Figura 18cutellospora scutatgcaulospora mellea Gigaspora
margaritaforam encontradas em aproximadamente 28% das @®@ terra, enquanto que
Glomus clarumGlomussp2 eAcaulospora scrobiculatforam as espécies mais raramente
encontradas, estando presente apenas em uma aoaaktra

Glomus macrocarpurfoi a Unica espécie de FMA encontrada em oitod@aamostras
de terra avaliadas e proporcionalmente o numeresgeros desta espécie representou, pelo
menos 20% do total de esporos de cada amostragdFigy. Nos casos onde o percentual de
esporos dé&lomus macrocarpurfoi menor, observou-se que nas parcelas 2004PR& 2o
namero de esporos da espédeaulospora tuberculatacorrespondeu a 39 e 34%,
respectivamente, na parcela 2005-1 o numero derasspde Scutellospora scutata
correspondeu a 80% e nas parcelas 2002-1 e 2002Adnero de esporos da espécie
Acaulospora melleaorrespondeu a 22 e 21%, respectivamente.

Carrenho et al. (2001) avaliando o efeito do molimoude milho por trés anos
consecutivos sobre a composicdo da comunidade désFbbservou queGlomus
macrocarpunfoi observada em 100, 90 e 60% das amostras,imeipo, segundo e terceiro
ano, respectivamente. No estudo desenvolvido paradaet al. (2003) o predominio de
Glomus macrocarpurtambém foi observado nas amostras avaliadas. Mastea frequiéncia
desta espécie foi de 93% tanto no periodo secota@usen periodo chuvoso. Segundo 0s
autores as elevadas freqiéncia e densidade relabigarvada para a espédi@omus
macrocarpumindicam ampla faixa de adaptacao, ressaltand@ gugportante conhecer mais
detalhadamente a ecologia desta espécie, por afaepetencial para o uso em programas de
recuperacdo de areas degradadas nos tropicos.

44



10014 TEABNNAMBABRNNNNNNMNRONNONMEM® EEH =
. g - E OO Glomus macrocarpum
1 KD Acaulospora mellea
é 80 - B Acaulospora foveata
%L M Acaulospora tuberculata
= W Scuiellospora scutata
E 604 Gigaspora maygarita
; B Glomus fasciculatum
% E3 Glomus spl
“_’;C; 401 B2 Acaulospora scrobiculata
:3 EZ Glomus clarum
;,g M Glomus etunicatum
é 20- = Acaulospora sp
o LD Glonus sp2
O - Ul uUid U duUuuUduduUuuduUduuddUd iU U uUdUddduaduald Ul od g - -
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
R ECECEN N A R R EC R R R R \;r\ﬁ:ic CECECECRC R ’§§h ‘éga ¥ ’*Eg "E?’*E?"Eg ¥y ",@ v 'Qé\i‘é}i@z‘

Parcelas amostradas

Figura 11: Distribuicdo percentual do nimero de esporos para3 espécies de fungos micorrizicos arbuscutsresntradas, em relacdo ao
namero total de esporos de cada parcela amosjpada,as 40 amostras de terra coletadas nas pareetgetadas sobre estéril de
mineracéo, para as duas amostras de terra cofetpareelas revegetadas sobre rejeito de mineragamaeima amostra de terra coletada
em area de Floresta primaria em Porto Trombetas.
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Os resultados ndo permitem estabelecer sequérdgaarta com relacdo a dinamica
de ocorréncia de diferentes espécies de FMA ematump tempo de revegetacdo, que
poderia ser utilizada para elucidar o padréo dessio de espécies na comunidade de FMAs.
Entretanto, embora a dominancia de esporos daiespéamus macrocarpuntenha sido
relativamente baixa nas parcelas 1983A1, 1985A28A9%, observou-se que a reducao de
abundancia desta espécie foi acentuada nas amdsttaga coletadas nas areas revegetadas
a menos tempo (Figura 11), especialmente para asta® dos anos 2002, 2004, 2005 e
2006.

O numero de esporos de cada espécie de FMA enaocadai utilizado para calcular
os indices de diversidade (Figuras 12, 13, 14 eHdi)observado que a riqueza de espécies
variou entre 0 e 6, sendo mais elevada na aretodesta, na parcela 1982A2 (5 espécies em
cada) e 1998A2 (6 espécies). Observou-se que ar maite das parcelas (36 das 43)
avaliadas apresentou baixo nivel de riqueza de FMide no maximo trés espécies distintas
foram observadas. Em apenas sete parcelas o ndeespécies de FMA foi igual ou maior
gue quatro. Nao foi observada correlacao entreliodrde Simpson e a riqgueza de espécies de
FMAs. N&o foi possivel observar variagéo relaci@nad tempo de revegetacao pelos valores
de riqgueza e do indice de Simpson.

Por outro lado os indices de Shannon-Wiener e Piedeelaram diferencas entre as
amostras (Figura 14 e 15), provavelmente isso sed® fato destes considerarem além da
riqueza a frequéncia de cada espécie de FMA. Emméoatenha sido verificado elevado
valor de correlacéo entre os valores dos indiceShdanon-Wiener e Pielou e o tempo de
revegetacdo das parcelas, péde-se observar reduogéealores destes indices para as areas
revegetadas mais recentemente.

46



Riqueza de espécies de FMAs

Nimnero de espécics

Parcelas amostradas

Figura 12: Riqueza de espécies observada para a comunidddegds micorrizicos arbusculares (FMAs) em 43 arasdde terra coletadas em
parcelas revegetadas, apos a atividade de minedacBauxita, sobre estéril de mineracao, rejeitonderacdo e em area de Floresta
primaria em Porto Trombetas-PA.
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Parcelas amostradas

Figura 14: Valores do indice de diversidade de Shannon-Wigaea a comunidade de fungos micorrizicos arbusesil@FMAS) em 43
amostras de terra coletadas em parcelas revegetgulas a atividade de mineracdo de bauxita, saliéilede mineracao, rejeito de
mineracdo e em area de Floresta primaria em Pootofetas-PA.
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Entre as 19 areas que apresentaram os valoredai&ais para o indice de Shannon-
Wiener (abaixo de 0,02) estdo a area de Florespeas as areas 1984A1, 1985A1, 1985A2,
1993A1 e 1998A1 que foram revegetadas antes de 2@flas areas 0 numero de esporos
foi mais baixo que nas demais. Ja entre as 14 presentaram os valores mais elevados
(acima de 0,04) apenas a 2001A2 foi revegetada@pas de 2000.

Quando praticas de revegetacdo sdo implantadagess degradadas espera-se que
ocorra processo de colonizacdo do solo de forma pyoenova o estabelecimento de
ecossistema que seja funcional e que se aproximéxono possivel do ecossistema original.
Dessa forma ao monitorar o sucesso destas pratmaparacoes sao feitas com os resultados
obtidos em ecossistema ndo degradado. Com relaggid-MAs observa-se que areas de
Floresta sem degradacdo apresentam elevados diveigjueza e equitabilidade entre as
espécies presentes, bem como, baixo potencialédellon (Zangaro et al., 2000; Caproni et
al., 2003).

De maneira geral, estes resultados mostram queatisas de revegetacdo adotadas
nestas areas estéo proporcionando o estabeleciohertmmunidade de FMAs no solo, o que
€ observado pela riqueza de espécies e numergdmssEntretanto, estes dados mostram
que as areas estudadas ainda apresentam elevadidegoarturbacéo, pois o nivel de riqueza
de FMAs e o numero de esporos encontrados foramodiaprincipalmente nas areas
revegetadas recentemente, que pode ser reflexoaia bobertura vegetal, além disso,
observou-se predominio consideravel da espgélenus macrocarpumas areas com maior
potencial de inoculo.

3.2 - Avaliacdo da Diversidade de Fungos Micorrizas Arbusculares por ARDRA e
DGGE a Partir de Amostras de Raizes de Embauba e tee Vermelho

Obteve-se produto de PCR para 17 e 32 amostraaizisrdas espécies Embaulba e
Lacre vermelho, respectivamente. Pelo DGGE obsseeogte 0 nimero de bandas variou
entre 2 e 5 para Embauba e entre 0 e 7 para o anreelho (Figuras 16 e 17). Embora haja
limitacdes em se utilizar o nimero de bandas nalg®GGE como estimativa da riqueza de
FMAs, uma vez que existe variabilidade entre asréiftes copias do gene 18S rDNA de um
mesmo fungo e que sequéncias distintas podem apgesemesmo padréo de desnaturacéo
migrando a mesma distancia no gel, alguns autaornela aadotam esse procedimento para
estimativa da riqueza (Zhang et al., 2009). Comart# que cada banda no gel representa um
taxon de FMA pbde-se perceber maior variabilidagleigqueza entre as amostras da espécie
Lacre vermelho quando comparado com as amostraspéaie Embauba (Figuras 16 e 17).

A variacao no nivel de riqueza, avaliado pelo nante& bandas, néo foi relacionada
ao tempo de revegetacdo para nenhuma das espédiesag. Com base nos perfis de bandas
da comunidade de FMAS, observados nos géis de ARPRAGE realizou-se analises de
agrupamento. Nas Figuras 18, 19 e 20 sdo apressnteddendrogramas de similaridade,
onde os agrupamentos de amostras podem ser olsergacta as amostras de raizes de
Embauba e Lacre Vermelho, analisadas por ARDRA &BGespectivamente.
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Parcelas amostradas

Figura 16: Numero de bandas visualizadas nos géis com gradientlesnaturante (DGGE) para a espécie Embalbapamostras de raizes
coletadas nas parcelas revegetadas para as quaitege amplificagdo com os iniciadores NS31GC-AML1.
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Figura 18: Dendrogramas de similaridade genética da comunidadingos micorrizicos
arbusculares (FMASs) construidos com o indice dealdce o método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entdffe®ntes amostras de raizes
de Embauba avaliadas pela analise de restricAARERA e pela eletroforese em gel
com gradiente desnaturante (B) DGGE do gene 18&rDN
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Figura 19: Dendrograma de similaridade genética da comunidiEdéungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) construido com o indice deafdce 0 método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entdffe®ntes amostras de raizes
de Lacre Vermelho avaliadas pela analise de rast(RDRA) do gene 18S rDNA.
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Figura 20: Dendrograma de similaridade genética da comunidedéungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) construido com o indice dealdce 0 método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entdéfe®ntes amostras de raizes
de Lacre Vermelho avaliadas pela eletroforese ehcg®a gradiente desnaturante
(DGGE) do gene 18S rDNA.
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Observou-se que as ferramentas utilizadas foramzespde discriminar as amostras e
estas produziram agrupamentos distintos. Pelasendé ARDRA um baixo numero de
bandas foi observado para cada enzima, mas a cagdbirdos resultados de trés enzimas
possibilitou a distingdo da maior parte das amsgfauras 18A e 19).

Para a espécie Embauba observou-se a formacaadsdgrdpos (Figura 18A), sendo
que o grupo 2 foi composto quase que exclusivampoteamostras coletadas nas areas
revegetadas ap0s o ano de 2000, a excessdo parasaaal999A2b. Pelo DGGE (Figura
18B), observou-se que as duas amostras de 2008s0jas amostras 2004-FP; 1999A2 e
2001A2; 2002A1 e 1986A1 e 1999A2 e 2001A1 apresamtal00% de similaridade. Este
elevado nivel de similaridade pode significar efala espécie vegetal em selecionar seu
simbionte.

Grupos consistentes foram observados para as awnasrLacre vermelho (Figuras
19 e 20); entretanto, ndo foi observada relacdo@@amo de revegetacdo, nem para os dados
de ARDRA nem para os dados de DGGE.

Esses resultados mostram, assim como observada pakdise baseada na ocorréncia
de esporos, que a comunidade de FMAs pode estéw determinada por fatores distintos em
cada area analisada, dessa forma uma alteracaessivg de espécies ao longo dos anos,
gue caracterizaria uma sucessao na comunidade 4s,F¥do pdde ser observada.

Para esse conjunto de dados os efeitos de vadliadbdi espacial da comunidade de
FMAs, bem como, o efeito de seletividade das psargaercem influéncia sobre os
agrupamentos. Uma vez que essas parcelas estauotalidis dentro de talhdes maiores de
reflorestamento € possivel que a fonte de in6a#dsSMAs em cada uma delas seja diferente.
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4 - CONCLUSOES

Em todas as parcelas analisadas foram encontr@desp&cies de fungos micorrizicos
arbusculares com base na caracterizacdo morfoldgeasporos.

A dominancia deGlomus macrocarpunentre as espécies encontradas foi muito
grande, sendo que 96,65% dos esporos encontradesqazam a essa espécie.

Houve baixa riqueza de espécies na maioria daglparanalisadas, sendo que em 36
das 43 parcelas a rigueza de espécies foi iguiaferior a trés.

A diversidade de FMAs, avaliada pelo indice de 8banfoi menor nas areas
revegetadas a menos tempo, em especial nas redagetaos o ano de 2000.

N&o houve relacdo entre os agrupamentos obserysdas técnicas de ARDRA e
DGGE mesmo observando-se o DNA extraido da mespéziesde planta.
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CAPITULO 1lI

COMPARACAO DE TECNICAS DE EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE
AMOSTRAS DE RAIZES COLETADAS NO CAMPO
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RESUMO

A obtencdo de um extrato de boa qualidade em pimeedos de extracdo de DNA é de
fundamental importancia para o desenvolvimentowsoger estudo baseado na aplicacéo de
ferramentas de biologia molecular. Significativearagos estdo sendo obtidos neste sentido,
entretanto a possibilidade da utilizacdo de umopmb de extracdo como padrdo para
diferentes analises se torna cada vez mais diftmino amostras ambientais apresentam
elevadas concentracdes de inibidores da reacaookiteepase em cadeia (PCR), faz-se
necessario a adocdo de protocolos que consigamnatinpolifendis, acidos huamicos,
polissacarideos e proteinas do extrato. Avaliousseaplicabilidade da adicdo de
polivinilpirrolidona (PVP), polivinilpolipirrolidom (PVPP), Ditiotreitol (DTT) e carvao
ativado (CA) ao tampao de extracdo em procedimeetextracdo de DNA a partir de
amostras de raiz para amplificacdo de sequéncidand@s micorrizicos arbusculares. Os
melhores resultados foram obtidos com a adicd@d&c ativado a amostra, embora a adi¢ao
de PVP, PVPP e uma etapa de purificacdo com aaggtotassio também tenha se mostrado
viavel. Entre os 26 protocolos avaliados pddebseiwvar que cinco produziram extratos com
pureza entre 1,8 e 2,0 e dois produziram extrados @s quais foi possivel obter amplificacéo
em todas as PCRs realizadas.

Palavras chave Isolamento de DNA. Inibidores de PCR. Polivinitplidona.
Polivinilpolipirrolidona.
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ABSTRACT

Obtaining an extract of high quality in proceducésDNA isolation is fundamental for the
development of any study based on the applicattomaecular biology tools. Significant
advances are being made in this direction; howawsandard isolation protocol for different
analyses becomes increasingly difficult. As envinental samples show high levels of PCR
inhibitors, it is necessary to use protocols thatable to eliminate polyphenols, humic acids,
polysaccharides and proteins in the extract. Ia #tudy, the effect of the addition of PVP,
PVPP, DTT and activated charcoal to the extradvigifier was evaluated on the procedure of
DNA isolation from root samples for the amplificati of DNA sequences from arbuscular
mycorrhizal fungi. The best results were obtaineith vactivated charcoal although the
addition of PVP, PVPP and a purification step wijtbtassium acetate also showed
improvement. Among the 28 evaluated protocols, lfigd the ability to produce extracts with
purity level between 1.8 and 2.0 and with two pecote it was possible to obtain amplification
in all PCRs performed.

Keywords: DNA isolation. PCR inhibitors. Polyvinylpyrroliche@. Polyvinylpolypyrrolidone.
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1 - INTRODUCAO

Diferentes ferramentas de biologia molecular basean reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) tém sido utilizadas para se acestisessidade de microrganismos diretamente
de amostras ambientais em estudos de ecologia bidaoeo O acumulo de informacdes e
conhecimento que essas ferramentas tém possibiligadr tem permitido um grande avango
no entendimento da diversidade microbiana, em atifes ambientes como solo, planta e
agua. Entretanto, diferentes amostras ambientg@iéam diferenciados obstaculos e a medida
gue informacdes se acumulam limitacGes séo ideadifis colocando novos desafios.

Apesar das diversas oportunidades de estudos @essalgumas aplicagdes ainda tém
sido retardadas significativamente devido a probkoom a extracdo de DNA das amostras
gue podem conter diferentes tipos de inibidores rgte@dam ou completamente evitam a
amplificacéo via PCR (Nazar et al., 2004).

A utilizacdo de protocolos convencionais para aagfio do DNA geralmente n&o
permite a eliminacdo destes inibidores. Nestesscasoextracdo de DNA resulta na co-
extracdo de contaminantes que apresentam propeedadsolubilidade similares as do DNA,
onde se observa a presenca de compostos quimi@omnplexos como acidos humicos ou
metabdlicos secundarios tipo polifendis, taninospaissacarideos. A presenca destes
contaminantes pode ser observada através do aspeg&poso, tipo cola, ou de alguma
coloracdo que estes conferem ao produto obtido.résepca destes variados tipos de
contaminantes torna o DNA inacessivel por pipetagémterferem na deteccdo e
quantificacdo do DNA, além de inibirem a atividadie DNA polimerase (Porebski et al.,
1997, Lakay et al., 2007).

Para se iniciar um estudo utilizando técnicas dégmtes de PCR uma etapa de
significativa importancia e que esta diretamentacienada com o sucesso na obtencédo dos
resultados, € a etapa de extracdo de DNA totahussiaa. Para que uma amostra de DNA
possa ser amplificada por meio da PCR, um prodetquahlidade precisa ser alcancado na
extracdo. Qualidade aqui é entendida como umaaelaclissocidvel entre pureza do produto
obtido e quantidade de DNA produzida na extracaessB forma constitui-se de grande
importancia delinear protocolos de extracdo de dAquados ao tipo de amostra ambiental
que se analisara.

Varios procedimentos que permitem a extracdo de [RWN#pativel com técnicas
baseadas em PCR, bem como, varias adaptacdessgpoestedimentos com o objetivo de
solucionar problemas especificos tém sido repostadoliteratura nos ultimos anos. Alguns
procedimentos propdem a separacdo das ceélulas aitimando repetidas etapas de
centrifugacdo, como forma de separar as célulasmddriz da amostra ambiental
anteriormente a lise para a extracdo do DIR&driet al., 1977). Outros autores propdem a
utilizacdo de diferentes tipos de preparo do neltggara a etapa de lise celular. Estas
variacbes incluem maceracdo em nitrogénio liquidptura utilizando microondas, lise
enzimética ou a utilizacdo de “beads” (granulos/ideo) sob forte agitacdo (Volossiouk et
al., 1995; Miller et al., 1999; Orsini e Romano<%pi2001; Stach et al., 2001). Variacdes nos
métodos de purificacdo do DNA utilizando composjagmicos, como CTAB (Brometo de
cetil trimetil amo6nio), SDS (Dodecil sulfato de s PVPP (Polivinilpolipirrolidona), PVP
(Polivinilpirrolidona), DTT (Ditiotreitol) e/ou ef@as como a centrifugagcédo utilizando
gradiente de cloreto de césio ou a filtracdo w@tildo resinas também tem sido utilizadas
(Jackson et al., 1997; Miller, 2001).

A utilizacdo destas modificacbes em muitos casospiduzido efeitos satisfatorios,
especialmente, quando se trabalha com amostragenclontcompostos recalcitrantes e
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amostras que foram secadas e armazenadas, n@eatér momento nenhum procedimento
de extracdo de DNA tem sido adequado o suficieata ger generalizado como padréo
(Schneegurt et al., 2003), uma vez que a obteneaond produto de DNA de qualidade a
partir de diferentes tipos de amostras requer dasi@stratégias de purificagdo. Além disso, a
maior parte dos protocolos desenvolvidos requesrébrios com configuracdo sofisticada,
ou consome muito tempo. Dessa forma, a andlisendelevado nimero de amostras se torna
inviavel ou pelo alto consumo de tempo ou pelaaglaxdemanda de recursos para a aquisicao
de reagentes.

Recentemente, alguns autores tém acessado a dadesde fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em amostras de raizes coloméz&tbtes autores argumentam que dessa
forma acessam diretamente a comunidade mais intmi@nassociada a planta hospedeira e
podem acessar populacdes que ndo sao detectadasipata coleta de esporos (Clapp et al.,
2002; Husband et al., 2002a; b; Scheublin et 8042 Para isso, tem sido feita a extracao do
DNA a partir das raizes e, posterior amplificacdm BNA flungico com iniciadores
especificos. Como neste caso, inevitavelmente aatgiade de DNA alvo obtida é baixa e
nao se pode discernir entre 0 DNA alvo do DNA danfa hospedeira, por uma simples
quantificacdo em espectrofotdbmetro, um adequadmeto de extracdo deve ser utilizado
para permitir satisfatéria amplificacdo do DNA alvo

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a qualidadedytividade e pureza, do extrato de
DNA produzido utilizando diferentes protocolos déracdo e amostras de raizesMigcuna
prurienscoletadas de plantas crescendo no campo
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2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Coleta e Preparo da Amostra de Raiz

Para esse estudo utilizou-se amostras de raizgamtas da espécMucuna pruriens
crescendo no Sistema Integrado de Producdo Agimgical (SIPA) do Centro Nacional de
Pesquisa de Agrobiologia da Empresa Brasileiraedgisa Agropecuaria, no Municipio de
Seropédica, RJ (Latitude 22°44'38"Sul e Longitu@842'27” Oeste)Mucuna pruriensfoi
escolhida por ser uma espécie que apresenta i@dgzesloracdo escura o que foi utilizado
como um indicativo da presenca de polifendis. Algamlantas da espécie foram coletadas
em uma area de plantio de maracuja em um Planossslaizes finas foram separadas e
lavadas em agua corrente. Parte das raizes faiasippara avaliagdo da taxa de colonizacéo
micorrizica e outra parte foi armazenada a -20%@ per utilizada na extracédo de DNA.

A taxa de colonizacéao foi estimada em placa qualdda seguindo a metodologia de
Giovannetti e Mosse (1980) apos coloracdo confoRhdlips e Haymann (1970). Para
avaliacdo dos diferentes protocolos de extracdoDb#\, a amostra de raiz que foi
armazenada a -20°C foi macerada em nitrogénio didquitilizando gral e pistilo.
Posteriormente, o tecido macerado foi distribuido tebos com capacidade de 1,5 mL,
colocando-se 50 mg por tubo.

2.2 - Procedimento de Extragéo do DNA

Foram avaliados 28 protocolos de extracdo de DNA djteriram principalmente
guanto a composicdo do tampao de extracao utiljizadmpo de incubacéo para lise celular e
quanto a utilizacdo de compostos para favorecesdupdo de um extrato mais limpo.

Diferentes combinacdes entre reagentes foramad#iz para compor os tampdes de
extracao. Estes foram preparados utilizando tampaoTris-HCl,
[Tris(hidroximetil)aminometano] e acido cloridrieotem a capacidade de absorver iohgH
OH mantendo a solucéo tamponada; EDTA (Acido etil@riho tetra-acético que tem a
capacidade de quelar ions metalicos formando aplmuito estaveis; CTAB (Brometo
de cetil trimetil amoénio que age como surfactarseacterizado por alterar as propriedades
interfaciais de um liquido, podendo ser aplicadom efeito de detergéncia, emulsificacao,
espumante e solubilizante); PVP e PVPP (Polivimitidona e Polivinilpolipirrolidona séo
produtos da polimerizagcdo da vinilpirrolidona queopgmrcionam reducdo de polifendis
causando a descoloracdo oxidativa); DTT (Ditiobleé um agente redutor com baixo
potencial redox que é usado principalmente paréegeo grupos S-H livres da oxidagéo
durante o isolamento de proteinas ou de outroepsos bioquimicos). Utilizou-se também
acetato de potéassio (K) para promover uma reduedprateinas e polissacarideos como
resultado da formacdo de complexos estaveis e @atiiado (CA) a fim de evitar a
solubilizacdo dos polissacarideos, polifendis ecdmpostos resinosos e coloridos que
poderiam permanecer no extrato de DNA.

Abaixo seque descricdo dos protocolos utilizados:

Etapa 1: Macerar o tecido radicular em nitrogéitjaitio até obtencédo de um po fino;
Etapa 2: Pesar 50 mg de tecido em tubo com capukecdal,5 mL;

Etapa 3: Adicionar 10 mg de carvao ativado em p)(E€Etapa testada

Etapa 4: Adicionar 50QL do tampé&o de extracéo; - Etapa testada
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Tampao TE: Mistura contendo 20% (10 mM de Tris-ig818, 1 mM de EDTA pH 8) 80%
(10 mM de Tris-HCI pH 8, 0,1 mM de EDTA pH 8),

Tampao TE — PVPP: Tamp&o Tamp&o TE descrito acime296 de PVPP,

Tampéo TE —PVP: Tampé&o Tampao TE com 2% de PVP,

CTAB: 2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA, 16 Tde ris-HCI pH8, 1% v/v
deB-mercaptoetand)

CTAB-PVPP: Tampao CTAB descrito acima com 2% PVPP,

CTAB-PVP: Tampé&o CTAB descrito acima com 2% PVP,

CTAB-PVPP-DTT: Tampéao CTAB descrito acima com 2%y 2% DTT,
CTAB-DTT-PVP: Tampao CTAB descrito acima com 2% D2% PVP

CTAB-DTT: Tampéao CTAB descrito acima com 2% DTT,

CTAB-DTT-PVPP: Tampéao CTAB descrito acima com 2%ID2% PVPP;

Etapa 5: Adicionar BIL de proteinase K (20 mg ri;

Etapa 6: Incubar os tubos contendo tampao CTABRL para a 65°C sob agitacdo constante,
Etapa 6: Incubar os tubos contendo tampao Tamp&pofE0 min a 100°C sob agitac&o
constante;

Etapa 7: Adicionar 25QL de acetato de potassio 5 M (K); -Etapa testada

Etapa 8: Incubar os tubos no gelo por 30 min;

Etapa 9: Centrifugar a 16100 g por 10 min a 4°C;

Etapa 10: Transferir o sobrenadante para um ndxa tu

Etapa 11: Adicionar 500L de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)

Etapa 12: Agitar levemente por inversao 10 vezes:

Etapa 13: Centrifugar a 16100 g por 10 min a 4°C;

Etapa 14: Transferir o sobrenadante para um ndwo évitando a interface e adicionar 500
uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1);

Etapa 15: Agitar levemente por inversao 10 vezes;

Etapa 16: Centrifugar a 16100 g por 10 min a 4°C;

Etapa 17: Transferir o sobrenadante para um ndy eéuvitando a interface e adicionar 1 mL
de isopropanol gelado homogeneizando por pipetagem;

Etapa 18: Incubar os tubos a -20°C durante a noite;

Etapa 19: Centrifugar a 16100 g por 30 min a 4°C;

Etapa 20: Descartar o sobrenadante retendo o ftaeltp

Etapa 21: Adicionar 150L de etanol 70% v/v e centrifugar a 16100 g porih a¥°C;

Etapa 22: Descartar o sobrenadante e secar osduboyperatura ambiente;

Etapa 23: Solubilizar o precipitado em g0 de Tris-HCI-EDTA (10 mM de Tris-HCI - 1
mM de EDTA) e,

Etapa 24: Armazenar os tubos a -20°C.

Além dos diferentes protocolos de extracdo citagisma a extracdo também foi
realizada com o kit comercial Dneasy Mini Plant (&itarca Qiagen). Na extracdo com o kit
seguiu-se as recomendacdes do fabricante e o DNAId@o em 100uL do tampao de
eluicdo disponivel no kit. Foram utilizadas seetedes por tratamento.

% Os reagentes CTAB; PVP; PVPP e DTT foram adicionambs tampdes de extracdo em p6
na concentracdo de 2%, sendo 2 g do reagente eml1@0 tampao.
* O B-mercaptoetanol foi adicionado ao tamp&o CTAB nonemato da extracao.
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2.3 - Avaliacdo da Qualidade do Extrato de DNA Obtlo

O produto de extracdo foi avaliado por leitura espeetrofotdometro tipo NanoDrop
(Thermo Scientific) para verificacdo da concentoagd DNA emng UL™ e a razdo entre os
valores de absorbancia a 260 e 280 nm, como estanda pureza do extrato obtido. A
gualidade do produto de extracao foi avaliada pbkervacédo do produto em gel de agarose
(1% p/v) e por meio da realizacédo de reacdes ded@@Rdiferentes pares de iniciadores.

Para a reacdo com o0s iniciadores universais pacterizs foram utilizados os
iniciadores 968f-GC (5’AACGCGAAGAACCTTAC3) contend um grampo GC
(5°CGCCCCCGCGLCGCGGCGGGLCGGGGLCGGGGGCACGGGGGEGT) midador 1401
(5’GCGTGTGTACAAGACCC-3), especificos para a regid®S do rDNA entre os
nucleotideos 968 e 1401 correspondente a regid@vea6 — V8 (Gelsomino et al., 1999).
Com volume final de 2QL as condi¢cdes de amplificacdo foram: Tampéao 1XfEN200uM
de cada; MgGl 1,5 mM; 0,2uM de cada iniciador; 0,138g pL™* de BSA (albumina sérica
bovina); 0,4uL de Tween 2% e 1,4 U de DNA polimerase (GoTAtexi DNA Polymerase
— Promega). Como DNA molde utilizou-seill de uma diluicdo 1:20 do produto de extracao.
A reacao foi realizada em termociclador marca E@pghseguindo os passos: 95°C por 3
min para desnaturacao inicial; 34 ciclos de 93°Clpmin para desnhaturagcao; 55°C por 1 min
para anelamento; 72°C por 2 min para extensao®p°5 min para extensao final.

Foram utilizados os iniciadores NS1 (5-GTAGTCATATGTGTCTC-3') e NS4
(5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3") (White et al., 1990) esenvolvidos para amplificar
DNA de fungos. Para a reagcdo de PCR com volumd @ieal5 pL as condi¢cbes de
amplificacdo foram: Tampé&o 1X; dNTPs 2(M de cada; MgGl 2,5 mM; 0,5uM de cada
iniciador; 0,18pug PL™* de BSA; 0,75% v/v de formamida e 0,75 U de DNAimpetase
(GoTAq” Flexi DNA Polymerase — Promega). Como DNA moldiéizou-se 2pL de uma
diluicdo 1:20 do produto de extracdo. A reacédo remlizada em termociclador marca
Eppendorff seguindo os passos: 95°C por 3 min geesaaturacao inicial; 34 ciclos de 95°C
por 30 s para desnaturacédo; 51°C por 30 s paramaeeto; 72°C por 2 min para extensao e
72°C por 10 min para extensao final.

Para a reacdo de Nested-PCR utilizou-se iniciadde=senhados para fungos e
iniciadores desenhados para fungos micorrizicogsattares. Sendo que as condicdes das
reac0es de amplificacdo com os iniciadores NS31G-A NS31-AM1 (NS31- 5'-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3,, Simon et al., 1992); (NIS=2C-5'-
CGCCCGGGGCGCGLCCCCGGGLCGGGGLCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCRAL
GGTGCC-3, Kowalchuk et al.,, 2002); (AM1l- 5-GTTT@GTAAGGCGCCGAA-3,
Helgason et al., 1998) com volume final de20foram: Tampao 1X; dNTPs 200M de
cada; MgC} 2,5 mM; 0,2uM de cada iniciador; 0,13fg pL™ de BSA e 0,5 U de DNA
polimerase (GoTAq Flexi DNA Polymerase — Promega). Como DNA moldiéizau-se 3
puL de uma diluicdo 1:100 do produto da reacao cormicgadores NS1-NS4. A reacéo foi
realizada em termociclador marca Eppendorff seguiosl passos: 94°C por 3 min para
desnaturacao inicial; 34 ciclos de 94°C por 1 marmapdesnaturacéo; 59°C por 1 min para
anelamento; 72°C por 2 min para extenséo e 72°6 pon para extensao final.

Os produtos das reacdes de PCR foram verificadogetmie agarose (1% p/v ) apos
coloracdo com brometo de etidio.

2.4 - Tratamento Estatistico dos Dados

Os valores obtidos nas leituras em espectrofot@nfetam submetidos a analise de
variancia considerando delineamento inteiramerdaatzado com seis repeti¢cdes utilizando
o0 teste Scott-Knott com nivel de significAncia & para comparagdo das médias.

66



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas estruturas fungicas na amosteazdesada e a taxa de colonizacéo
micorrizica foi estimada em 23%. A concentracddDiA obtida por meio de leitura em
espectrofotdmetro variou entre 4,71 e 664H8L ™" para os protocolos TE-CA-K e CTAB-
PVP-CA, respectivamente. Houve diferenca signifieatentre os protocolos tanto para
concentracdo quanto para pureza (Tabela 5). Osqolos CTAB-PVP, CTAB-PVP-CA,
CTAB-DTT e CTAB-PVPP-DTT foram os que proporciomara maior extracdo de DNA,
enquanto que, os protocolos TE-CA-K, TE-CA-PVPPTIE;CA, TE-CA-PVPP, TE-PVP-K
e TE-CA-PVP-K produziram extratos onde a concedate DNA foi inferior a 5@g pL ™.

Para a realizagdo de técnicas como o RFLP (RéstricEragment Lenght
Polymorphism — polimorfismo de comprimento dos magtos de restricdo) é importante que
0 protocolo de extracédo de DNA utilizado seja capamdbter elevada quantidade de DNA
sem que ocorra excesso de fragmentacdo do genamto © excesso de fragmentacao,
guanto a quantidade insuficiente de DNA pode iaterfno padrdo de bandeamento
observado no gel. Neste caso, a extracdo de DNregepta uma etapa com significante
consumo de tempo significativo em analises de gdels (Stein et al., 2001). Por outro lado,
por ndo ser uma ferramenta dependente de PCRraicextilizado pode ser de pureza mais
baixa, embora ndo seja o ideal. De uma maneird, geya protocolos que foi utilizado o
detergente CTAB no tamp&o de extracdo proporcioma&lavadas quantidades de DNA (33
ug para o protocolo CTAB-PVP-CA), sendo estas sopesias quantidades proporcionadas
pelos protocolos que foi utilizado apenas TrisHOFRA no tampéo de extracéo.

Um bom protocolo de extracdo de DNA deve propommipmlém da extracdo de
guantidade suficiente de DNA, um produto que tepbeeza adequada para permitir a
atividade da enzima DNA polimerase nas reacfes CR. RJm produto de extracdo de
gualidade deve apresentar um valor entre 1,8 epa@ a razdo entre as leituras de
absorbancia a 260 e 280 nm, sendo que valorescatlaid,8 podem indicar contaminacéo
por proteinas e acima de 2,0 podem indicar contagampor solventes.

Cinco dos protocolos avaliados produziram extratos pureza entre 1,8 e 2,0 (TE-
CA-PVP, TE-CA-PVPP, CTAB-PVP-CA-K, CTAB-PVPP-CA-K E€TAB-CA) e outros
cinco produziram extratos com pureza acima deTE/GA-PVP-K, TE-PVPP, TE-PVPP-K,
TE-CA e CTAB-PVPP), evidenciando a viabilidade de usar os diferentes compostos
quimicos para incrementar a pureza do extrato @bbservou-se efeito diferenciado dos
reagentes quimicos em promover incremento de pufeatte oS cinco protocolos que
apresentaram pureza entre 1,8 e 2,0 em dois utiied®VP em outros dois PVPP e nos cinco
usou-se carvao ativado (CA). Considerando os l@oguotos citados acima, em sete se
utilizou carvéo ativado (CA), mostrando o potenciabse composto em promover a pureza
do extrato de DNA. Krizman et al. (2006) e Sathyayana et al. (2008) utilizaram o método
CTAB modificado pela adicdo de carvao ativado miaacdo de DNA de tecidos maduros
de plantas contendo 6leos essenciais e polifenfiara a extracdo de DNA de plantas de
mucuna. No presente trabalho, a simples adicdadéa ativado (CA) ao tampédo CTAB,
embora tenha reduzido o rendimento de DNA de 443228 365,4%g UL promoveu uma
alteracao significativa na pureza que passou dedafa 1,8 (Tabela 5).
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Tabela 5: Concentracdo e pureza dos diferentes produtostde;@o de DNA de raizes de
Mucuna pruriens obtidos a partir da extracdo com os diferentestopados

comparados.
Concentragdo de DNA  Razdo de absorbancia a

Protocolos nguL™ 260/280 nm
CTAB 447,26 b 1,65 c
CTAB PVPP 316,62 b 1,75 b
CTAB DTT 636,27 a 1,57 c
CTAB PVP 530,54 a 1,59 c
CTAB CA 365,45 b 1,80 b
CTAB CA PVPP 453,01 b 1,68 c
CTAB PVP CA 664,89 a 1,64 C
CTAB DTT CA 276,42 c 1,68 c
CTAB PVPP DTT 592,64 a 1,62 c
CTAB DTT PVP 363,44 b 1,61 c
CTAB DTT CA PVP 416,23 b 1,54 d
CTAB DTT PVPP CA 312,97 c 1,69 c
CTAB PVP CAK 265,05 (o 1,86 b
CTAB DTT PVP K 290,22 c 1,55 d
CTAB PVPP CAK 262,99 C 1,92 a
CTAB DTT PVPP K 307,98 c 1,64 c
CTAB DTT PVP CAK 250,81 C 1,64 c
TE CA 13,64 e 1,74 b
TE PVPP 201,85 d 1,70 c
TE PVP 58,96 e 1,51 d
TE CA PVP 75,84 e 1,83 b
TE CA PVPP 17,47 e 2,02 a
TE CAK 4,71 e 1,46 e
TE PVP K 24,88 e 1,68 c
TE PVPP K 192,04 d 1,79 b
TE CA PVPP K 8,18 e 1,41 e
TE CA PVP K 46,93 e 1,78 b
Kit Qiagen 80,56 e 1,64 c

CV=45% CV=4,9%

Médias seguidas pela mesma letra na coluna naemifentre si pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. CTAB- Brometo de Icétimetii amoénio; PVPP’-
Polivinilpolipirrolidona; DTT- Ditiotreitol; PVP- Blivinilpirrolidona; CA- Carvao ativado;
K- Acetato de potéassio; TE- Tris-HCI-EDTA, Tris- ri$(hidroximetil)aminometano]; HCI-
Acido cloridrico; EDTA- Acido etilenodiamino tet@eético; Kit Qiagen- Dneasy Mini Plant
Kit.

Observou-se que o PVPP proporcionou melhores ireras de pureza ao extrato
guando comparado com o PVP e que a adicdo de@detabtassio promoveu incremento do
nivel de pureza obtido quando se adicionou PVP VWBFPao tampao de extracdo, exceto
guando se combinou PVP ou PVPP com carvéao ativadd @A adicdo de PVP ou PVPP ao
tampéo de extracdo tem sido utilizada com sucessdliferentes autores (Porebski et al.,
1997; Bahnweg et al., 1998; Stein et al., 2001 sAxaal., 2003; Lakay et al., 2007).
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Por outro lado, a adicdo de DTT ao tampéo de &dra@io se mostrou viavel. A
adicdo de DTT nao proporcionou efeito positivo gltanomparado com o protocolo CTAB.
Além disso, quando se combinou PVP ou PVPP com Dddrreu reducéo da pureza do
extrato quando comparado com o protocolo similar aadicdo de DTT (Tabela 5).

Quando se comparou a qualidade do produto obtidogx¢racdo com o kit comercial
com o0s demais protocolos avaliados, pode se parcgeleepara o tipo de material utilizado
aqui ndo se justifica a aquisicdo do kit comerd@lkit comercial € de custo elevado e
produziu resultados similares ao protocolo CTAB,retacéo a pureza e inferior em relacao a
produtividade, além disso, foi inferior tanto pgnareza quanto para produtividade quando
comparado com os demais protocolos em que seoutifx/P, PVPP ou CA. Uma vantagem
do kit comercial reside no fato de este consumucpotempo e permitir que as etapas de
centrifugacdo sejam realizadas a temperatura atebi&mtretanto, resultados satisfatérios
foram obtidos quando se utilizou o tampéo B, pagaal o tempo de incubacéo foi de 10 min
a 100°C.

Um coeficiente de correlacéo linear de -0,17 (p2Pfoi obtido para os dados de
concentracdo e pureza dos extratos indicando aas@aaelacdo entre essas variaveis. Pela
Tabela 5 pode se notar que pureza elevada foiaokditto para protocolos que recuperaram
pouco DNA (TE-CA-PVP, TE-CA-PVPP) quanto para poofos que recuperaram muito
DNA (CTAB-PVP-CA-K, CTAB-PVPP-CA-K e CTAB-CA). O aficiente de correlacéo foi
de -0,44 (p<0,001) quando se considerou apenasdus dlos protocolos que levaram CTAB,
mostrando que ainda uma falta de relacdo consisgégnite as variaveis.

A verificacdo da qualidade do DNA por meio da Igittem espectrofotbmetro é
importante para definicdo de estratégias parazeg@lo das PCRs. Entretanto, a avaliacao
dessa qualidade também deve ser feita em gel desaga por meio da avaliacdo do sucesso
das PCRs. Desta forma, a eletroforese em gel dessmgdo extrato obtido é apresentada na
Figura 21 e, diferentes PCRs séo apresentadasquaas-22 e 23.

Para a maior parte das amostras nao se observda bamespondente ao DNA total,
mas para alguns protocolos isso foi possivel (Bi@1). Foi observada, maior quantidade de
DNA e um arraste de maior intensidade nos protscglee se utilizou CTAB (Canaletas 2 a
18, Figura 21). Neste estudo ndo se empregou antegito com ribonuclease (RNase), que
poderia reduzir a intensidade do arraste. Paraaisgnlos em que se utilizou o tampéo de
extracdo TE a intensidade do arraste observadodaoor indicando que nestes casos, embora
a produtividade do DNA tenha sido menor o extrdtbdo foi de boa qualidade e menor erro
deve estar associado as leituras em espectrofatbmet
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Figura 21: Géis de agarose mostrando o produto de extracBidNédede raiz deMucuna pruriensobtido com os diferentes protocolos avaliados:
(A) repeticdo 1 (B) repeticao 2. Ordem das amastradlarcador de peso molecular 1kb plus laddelCPAB; 3- CTAB-PVPP; 4-
CTAB-DTT; 5- CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP8- CTAB-PVP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT11-
CTAB-DTT-PVP; 12- CTAB-DTT-CA-PVP; 13- CTAB-DTT-PUWP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CAB-
PVPP-CA-K; 17- CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CK; 19- TE-CA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP; 22- TE-CA/P; 23-
TE-CA-PVPP; 24- TE-CA-K; 25- TE-PVP-K; 26- TE-PVRE-27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiage
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Figura 22: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtidoos diferentes protocolos avaliados: (A) iniored 968f-GC-1401 (B)
iniciadores NS1-NS4. Ordem das amostras: 1- Marcaelgpeso molecular 1kb plus ladder; 2- CTAB; 3ABTPVPP; 4- CTAB-DTT;
5- CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP; 8- CTAB\RP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTABTT-
PVP; 12- CTAB-DTT-CA-PVP; 13- CTAB-DTT-PVPP-CA; 1&TAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-PVPPAK;
17- CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TEA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP; 22- TE-CA-PVP; 23- TA-PVPP;
24- TE-CA-K; 25- TE-PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CRVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen; 30- cooie negativo.
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Figura 23: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtido as diferentes protocolos avaliados: (A) inici@doNS31-AM1 (B)
iniciadores NS31GC-AM1. Ordem das amostras: 1- Bldoc de peso molecular 1kb plus ladder; 2- CTABCBAB-PVPP; 4- CTAB-
DTT,; 5- CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP; 8-TAB-PVP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11€TAB-
DTT-PVP; 12- CTAB-DTT-CA-PVP; 13- CTAB-DTT-PVPP-CA;4- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-PRP-
CA-K; 17- CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CA-K; 9- TE-CA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP; 22- TE-CA-PVR-ZE-CA-
PVPP; 24- TE-CA-K; 25- TE-PVP-K; 26- TE-PVPP-K; ZIFE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen; 30entrole negativo.
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Observou-se que em quatro casos, CTAB-DTT; CTABNHT; CTAB-DTT-CA-
PVP; CTAB-DTT-PVPP-K, o produto de DNA obtido ndode ser amplificado com os
iniciadores 968f-GC-1401 (Figura 22A). Neste trabalos iniciadores 968f-GC-1401 foram
utilizados porque amplificam um trecho do gene ddADribossomal 16S e tém sido
utilizados com sucesso para amostras ambientaiso@s amostras de raizes foram coletadas
em plantas crescendo diretamente no solo e naatifmado nenhum procedimento para
eliminacdo de células bacterianas, pode-se peragberestes protocolos nao produziram
extratos com qualidade suficiente para serem atibz em PCR. Para esses extratos a adigéo
de etapas de purificacdo, posteriores a extracdo DivA, deve ser avaliada.
Interessantemente, nestes quatro casos foi utliaadagente DTT na composi¢ao do tampé&o
de extracdo. Como observado na Tabela 5 a adic&ldoao tampao de extragcdo tambéem
reduziu a pureza do extrato obtido.

Para a avaliacdo da diversidade de FMAs em amaigreaizes tem sido utilizado um
sistema em Nested-PCR, uma vez que a quantidaslEgdéncias alvo nas amostras de raizes
geralmente € baixa, ndo permitindo a verificacadpraduto na primeira PCR. Duas reacoes,
sendo uma reacao com iniciadores universais pago$y seguida de outra amplificagdo com
iniciadores especificos para FMAs tém sido utilasa{Santos, 2008). Mais recentemente, tem
se buscado a eliminacao dos iniciadores univefsaeset al., 2008; Kriger et al., 2009).

Para 10 dos protocolos utilizados, CTAB-CA; CTAB-GNPP; TE-CA; TE-CA-
PVP; TE-CA-PVPP; TE-PVP-K; TE-PVPP-K; TE-CA-PVPP-KIE-CA-PVP-K e Kit
Qiagen, foi possivel observar banda no gel de aggéona primeira PCR quando se utilizou
iniciadores universais NS1-NS4 (Figura 22B). A parelos extratos obtidos variou entre
1,41, para TE-PVPP-K e 1,83 para TE-CA-PVP. Destassete utilizou-se carvao ativado
(CA) no tampéao de extragédo, confirmando a viahiledale se utilizar esse composto para
promover a qualidade do extrato obtido, conformeeokado na Tabela 5.

Para as reacdes de Nested-PCR com os iniciador83-AI81 e NS31GC-AM1
observou-se banda para 14 e 20 diferente protocobspectivamente (Figura 23). No
presente caso, como se utilizou uma Unica amostraid ndo € de se esperar diferenca na
quantidade de alvos, entretanto, para alguns prsdutquantidade de inibidores na reagao
reduziu a atividade da enzima DNA polimerase ocgerite para reduzir a quantidade de
produto de PCR na primeira reacdo, embora algumglifemacdo provavelmente tenha
ocorrido. Para a segunda PCR, a diluicdo do prodiaitprimeira PCR associado ao fato de a
quantidade de alvos ter sido aumenta na primeir® P@porcionaram a visualizacdo de
produtos em um numero maior de amostras. Essdaésidvidencia a eficiéncia do sistema
em Nested-PCR em proporcionar a detec¢cdo de FMAaawstras de raizes.

Para os produtos obtidos com os protocolos CTAB-DOZTAB-DTT-PVP; CTAB-
DTT-PVPP-CA; CTAB-DTT-PVPP-K; CTAB-DTT-CA-PVP; CTABPVP; CTAB-PVP-CA;
B-PVPP; néo foi possivel obter amplificacdo na sdgureacdo. Desta forma deve-se dar
prioridada aos protocolos que proporcionaram angéie de produto nas reacdes de PCR ou
etapas adicionais de purificacdo do extrato oltleem ser analisadas para esses protocolos.

Os resultados apresentados sustentam a possibildtade utilizar PVP, PVPP, mas
principalmente carvao ativado (CA), como aditivos@mpao de extracdo para incrementar a
pureza do extrato obtido a partir de amostras idesaComo a possibilidade de um protocolo
ser definido como padréo é relativamente baixa, wezaque a variabilidade de composicao
de diferentes amostras ambientais € elevada, ogltadss aqui apresentados séao
significativamente importantes. Foram identificagwstocolos que produzem extratos com
baixa e elevada concentracdo de DNA e bom grawzg, cujo DNA esta pronto para ser
utiizado na PCR. Foram também identificados pritu& que produzem extratos com
concentracdo elevada de DNA, mas que necessitgurifieacéo adicional antes da PCR.
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4 - CONCLUSOES

A concentracdo de DNA extraido utilizando-se tampéim o detergente CTAB foi
superior a obtida usando o tampéao com Tris-HCI-EDTA

N&o houve correlacdo entre pureza e concentracBiNAenos extratos obtidos.

Cinco protocolos avaliados produziram extratos gameza entre 1,8 e 2,0 (TE-CA-
PVP, TE-CA-PVPP, CTAB-PVP-CA-K, CTAB-PVPP-CA-K e @B-CA).

Entre os protocolos com pureza entre 1,8 e 2,pratecolos TE-CA-PVPP e CTAB-
CA produziram extratos para nos quais se obtevdifesapdo em todas as reacdes de PCR
testadas.

A adicédo de carvao ativado no tampéao de extragdpoprionou melhores resultados
guando comparado com a adi¢éo de PVP, PVPP ou DTT.

O protocolo CTAB-CA mostrou ser muito viavel, ppiporcionou bom rendimento
de DNA e um extrato de qualidade.
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CAPITULO IV

RELACAO ENTRE DIVERSIDADE DE BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO SIMBIOTICAS, FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCU LARESE
PLANTAS EM AREAS DE MINERACAO DE BAUXITA COM DIFERE NTES
IDADES DE REVEGETACAO
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RESUMO

A biodiversidade vegetal € de significativa impondia para a manutencao da funcionalidade
de ecossistemas naturais. Diferentes autores téounado determinar quais sdo os fatores
determinantes da diversidade vegetal com o objeteronelhor manejar esses ecossistemas.
Recentemente demostrou-se, em condicbes experisieqize a diversidade de plantas
responde positivamente a riqueza de FMAs no sdtesEresultados foram empolgantes e
desencadearam varios outros estudos, 0s quaisahevan entendimento que ecossistemas
naturais sao formados por componentes interligddoalizados abaixo e acima do solo. No
presente trabalho buscou-se avaliar a relacdo qieza e diversidade entre isolados de
nodulos, FMAs e plantas em areas com diferentefedde revegetacdo. Observou-se baixa
correlacéo entre a diversidade de microrganisnies @antas, entretanto pode se notar que a
natureza do relacionamento entre diversidade deégda de FMAs depende da composicéo
de espécies, como proposto recentemente.

Palavras chave Diversidade vegetal. Diversidade microbiana. Geufuncionais.
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ABSTRACT

Plant diversity is important to the functional ntaimance of natural ecosystems. Several
authors have tried to determine the determinantglait diversity with the aim to enable
better management of the ecosystems. Recentlysitsivawn in experimental conditions that
the plant diversity responds positively to arbuacuhycorrhizal fungi richness in soil. These
results were exciting and have led to several atheties which led to the understanding that
natural ecosystems are composed of interconnecteghanents, located below and above-
ground. The aim of this work was to evaluate thati@ship of richness and diversity among
nodule root bacteria, arbuscular mycorrhizal fuagd plants in the areas with different ages
of revegetation. There was low correlation betwéss diversity of microorganisms and
plants; however, it was possible to observe thantiture of relationship between diversity of
plants and arbuscular mycorrhizal fungi dependspeties composition as recently proposed.

Keywords: Plant diversity. Microbial diversity. Functiongtoups.
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1 - INTRODUCAO

Estudos recentes tém enfatizado a importancia derorganismos para o
funcionamento dos ecossistemas naturais. Consgiteras microrganismos como parte
integral do ecossistema e avaliando a intima relagdtre microrganismos e plantas a
literatura mostra a participacdo de microrganismpasm a determinacdo da estrutura de
comunidades de plantas, bem como, para a realizdedgrocessos de significativa
importancia para o sistema (van der Heijden eR80D8 ; Wardle et al., 2004).

Por um lado, uma vez que diferentes espécies déaplado compostas por diferentes
compostos de carbono, havendo uma variagdo tantomposicdo de exsudados radiculares
guanto na composicao de material depositado sobobodormando a serrapilheira, espera-se
gue a diversidade de microrganismos que possaecrestsolos sob comunidades de plantas
diversas seja alta (Nusslein e Tiedje, 1999; Jesual., 2009). Por outro lado, em um
ecossistema com elevada diversidade de FMAs, atdwéfeito de complementaridade estes
fungos podem possibilitar o incremento da divedgda da produtividade de plantas (van der
Heijden et al., 1998; 2006b; Santos, 2008).

Durante o crescimento das plantas uma gama de cbosparganicos € liberada pelas
raizes. Estes exsudados principalmente carboidratidos organicos e aminoacidos sao
liberados no solo formando gradiente de concendragdpartir da raiz. Este processo
denominado de rizodeposicao, associado ao prodesseposicdo de material vegetal sobre o
solo, sdo de significativa importancia ecologicar fpornecerem “combustivel” para a
comunidade microbiana. Desta forma, mudancas rexsitlade e composicao da comunidade
de plantas podem diretamente afetar a comunidadelmna através da variacdo no tipo,
complexidade e na quantidade de matéria organipasiada no solo (Benizri e Amiaud,
2005).

A composicdo da comunidade de plantas pode taminglinetamente afetar a
composicdo da comunidade microbiana através de ngadabcasionadas no ambiente solo.
Em funcdo das caracteristicas de crescimento, cpmodundidade e densidade de
enraizamento e intensidade de cobertura vegetagcéas tanto na composicao de plantas
guanto na fenologia destas, podem acarretar muslanacgeor de umidade, na temperatura e
no pH do solo (Nusslein e Tiedje, 1999; Jesus.e2@09).

van der Heijden et al. (1998) conduziram dois expentos onde avaliaram o efeito
da riqueza de FMASs sobre diferentes comunidadgsasas. No primeiro avaliaram o efeito
da inoculacéo, isoladamente e de forma conjuntguddro isolados de FMAS, sobre uma
comunidade de plantas composta por 11 espéciastalistNo segundo avaliaram o efeito do
incremento da riqueza de FMAs, variando entre eetd sobre uma comunidade de plantas
composta por 15 espécies. Foi observado que adedls;riqueza de FMAs de quatro para
um ocasionou uma reducado significativa da biomadsavarias espécies. Os autores
propuseram que a diversidade e a produtividade cissestema aumentam com um
incremento no numero de taxons de fungos micoaszicma vez que, estas foram mais
elevadas em potes onde a riqueza de FMAs foi dae aut 14, quando comparadas com
microcosmos sem ou com a inoculacdo de apenas aladaes de fungo. Embora os
experimentos tenham sido conduzidos de forma inukpde, produziram resultados
similares. Os efeitos da riqueza de taxons de furigoam justificados pelo aumento do
comprimento das hifas, o que proporcionou um inergm no teor de fosforo nas plantas e
um decréscimo do teor deste elemento no solo, pimp@ando correlacdo positiva entre a
diversidade de plantas e a produtividade do ed¢essis
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Santos (2008) objetivando avaliar o efeito da riqguée FMAs sobre a produtividade
das espécies vegetais trema, fedegoso, aroeirinpaueferro em condicdes de cultivo
individual e conjunto conduziu um experimento méhdo os tratamentos, controle sem
inoculacéo, aplicacdo de alto teor de fésforooautacao de umazlomus etunicatuin duas
(Glomus etunicatum+ Gigaspora margarityq quatro Glomus etunicatumt+ Gigaspora
margarita + Acaulospora scrobiculatat Scutellospora heterogamae oito Glomus
etunicatum+ Gigaspora margaritat Acaulospora scrobiculata Scutellospora heterogama
+ Gigaspora giganteat Glomus clarum+ Scutellospora pellucidat Emtrophospora
colombiand espécies de FMAs. Neste estudo o autor obserf@to esignificativo dos
tratamentos, sobre a producdo e distribuicdo dendmea entre as espécies. Ocorreu
incremento de produtividade vegetal e producéo idendssa mais equilibrada entre as
espécies da comunidade, com o incremento da rigeEMAS. Evidenciando, dessa forma
o efeito do incremento de riqueza de FMAs sobrerayiividade das plantas como
observado por van der Heijden et al. (1998).

Os resultados permitiram aos autores concluirem gu@resenca de fungos
micorrizicos é requerida para manutencao de uni basico de diversidade de plantas e que
uma baixa diversidade do fungo pode levar a fl@aacna composicdo e estrutura das
comunidades de plantas.

Como uma evolucédo do entendimento da relacéo biita acima e abaixo do solo,
van der Heijden et al. (2008) e Wardle et al. (30@iéncionam que 0s ecossistemas naturais
sao constituidos por componentes interligados Jlikackos abaixo e acima do solo, e que o0s
microrganismos podem atuar por meio de mecanismostosl e indiretos sobre a
produtividade e diversidade de plantas. Estes esitggropuseram modelos bastante
complexos, mostrando varias possibilidades de dgm@colbégicas entre os componentes da
biota acima e abaixo do solo. Neste cenario obsesesa mecanismos de controle, de um
componente sobre o outro, com a participacdo decdes outras que nao apenas entre
simbiontes. Ou seja, além das relacdes diretasmgin de interacdes de microrganismos
associados as raizes estabelecendo relacdes mlitaali os autores mencionam a
participacdo considerada também direta de micrisgess parasitas de plantas, bem como, a
participacdo de microrganismos com capacidade\dem livremente no solo, que alteram
as taxas de suprimento de nutrientes e o particiento de recursos, como efeitos indiretos.

Os autores argumentam que existem respostas pgsigv negativas com forte
capacidade de influéncia entre os componentes ake aanpartimento. Enquanto as plantas
fornecem o carbono necessario para os decompgasi®rerganismos obrigatoriamente
associados as raizes, os decompositores e 0s gassnidores atuam sobre o material
vegetal depositado determinando a disponibilidade ndtrientes, influenciando tanto o
crescimento quanto a composicdo da comunidade (gVetrdl., 2004).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a relacdo emtizversidade de bactérias fixadoras
de nitrogénio simbidticas, fungos micorrizicos adulares e de espécies vegetais em areas
com diferentes idades de revegetacéo apos a atevatamineracédo de bauxita.
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2 - MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo da relacdo entre diversidade axiaf@ixo do solo foram utilizados
os dados apresentados nos capitulos | e Il, gtaartrda diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio simbioticas e de fungos micorrizicosuadulares e dados relativos a composicéao
floristica das parcelas. Os dados relativos a cei@o de plantas de cada parcela foram
gerados pelo pesquisador Dr. Rafael de Paiva SaldMéseu Paraense Emilio Goeldi) e
colaboradores (Saloméo et al., 2007). Este pestprigao responsavel pelo monitoramento
da regeneracao natural nas parcelas revegetadallipelracéo Rio do Norte.

Calculou-se o coeficiente de correlacdo lineareeatriqueza e o indice de Shannon
para as bactérias fixadoras de nitrogénio simlaiétepara as espécies de plantas, bem como,
o coeficiente de correlagao linear entre e a rigueo indice de Shannon para as bactérias
fixadoras de nitrogénio simbioticas e para a riquezroporcao de espécies leguminosas e
nao leguminosas.

A relacéo entre diversidade de fungos micorrizarbsisculares e plantas nas areas foi
inicialmente verificada pelo coeficiente de corgcéla linear entre os valores de riqueza e
indice de Shannon para cada grupo de organismo.

Posteriormente, as espécies de plantas foram at@sigagundo o seu grupo ecoldgico
(pioneira, secundaria inicial, secundéaria tardiaclenax) e novamente calculou-se o
coeficiente de correlacao linear entre a riquepairedice de Shannon para a comunidade de
FMAs e a riqueza e o indice de Shannon para caghe gie planta.

Calculou-se utilizando o coeficiente de Bray-Cudisimilaridade entre as areas em
funcdo dos dados da composicdo da comunidade dwaglaomposicdo da comunidade de
fungos micorrizicos arbusculares e em funcédo dmdteslos da analise quimica das amostras
de terra. Realizou-se o teste de Mantel para vagfio de correlacdo entre as matrizes de
similaridade construidas com base em cada conjaetodados e, dendrogramas de
similaridade foram construidos para agrupament@uksess.

Com base nos agrupamentos visualizados no dendrageen relacdo a comunidade
de plantas as areas foram distribuidas em grupesrdl@ridade. Para cada um destes grupos
novamente foi calculado o coeficiente de correldig@ar entre os valores de riqueza e indice
de Shannon entre a comunidade de plantas e a cdewlenile FMAS.

Para realizagdo das andlises foi utilizado o prograPast - PAlaeontological
STatistics (Hammer et al., 2001).
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos dados relativos a composicdo de gdapara 32 das 43 parcelas
estudadas nos capitulos | e Il. Dessa forma adelagtre diversidade acima e abaixo do solo
foi avaliada em quatro parcelas para a diversiddglebactérias fixadoras de nitrogénio
simbidticas (1981A1, 1985A1, 1993A2 e 1998A1) gara a diversidade de FMAs.

Considerando as 32 parcelas para as quais os dadmsnposicao floristica estavam
disponiveis um total de 177 espécies foi encontrBdstas 73, 48, 47 e 9 foram classificadas
como climax, secundarias tardias, secundariasisieipioneiras, respectivamente.

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores para @ieotf de correlagéo linear
observados entre a comunidade de bactérias fixad@raitrogénio simbidticas e de plantas.
Os valores observados foram nao significativos,udea maneira geral os valores de
correlacéo foram baixos e pdde-se observar coéelaegativa para os parametros riqgueza e
diversidade entre as comunidades de bactériasofizadde nitrogénio simbidticas e de
plantas. Foi observada correlacdo positiva entirdice de Shannon para a comunidade de
plantas e a riqueza de bactérias fixadoras degéitio simbidticas avaliada por ARDRA;
riqueza e Shannon por ARDRA e riqueza por BOX elacé® a propor¢cdo de espécies nao
leguminosas; Shannon por BOX e proporgéo de esplageminosas; riqueza por ARDRA e
proporcao de espécies de plantas que formam nodupas fim entre, proporcao de espécies
de plantas que nao formam nddulos e riqueza porR¥RB Shannon (Tabela 6).

Os resultados mostram, para as parcelas aqui das)igue nédo se pbéde observar
maior diversidade de bactérias fixadoras de nitrmg8imbidticas nas parcelas em que se
observou maior diversidade de plantas, nem mesmaadguse considerou a proporcao de
espécies leguminosas ou leguminosas noduliferaspridgente caso como o numero de
parcelas avaliadas e os valores observados paraefisientes de correlacdo foram baixos
nao se pode concluir com precisdo que ocorre egdelnegativa entre diversidade de plantas
e de bactérias fixadoras de nitrogénio simbiotidd@vos estudos considerando diferentes
niveis de diversidade destes simbiontes devenoseiuzidos para elucidar essa questdo, uma
vez que tem sido aceito que a diversidade de l@stbkadoras de nitrogénio simbioticas
deve refletir a diversidade de espécies de legusamna area.

A familia leguminosa é a mais rica em numero deé@ep e esta entre as cinco
familias de maior densidade na Amazobnia (Moreiralget 1992), entretanto, Jesus et al.
(2005a) e Lima et al. (2009) observaram menor rdeetliversidade de bactérias noduliferas
em leguminosas em areas sob floresta na Amazéasidira quando comparado com areas
sob cultivo e, ndo foi observado relacionamentoreerst diversidade de espécies de
leguminosas e a comunidade de bactérias fixadarasittbgénio simbidticas (Lima et al.,
2009). Segundo estes autores o fato de maior diaeles ter sido encontrado em areas sob
cultivo sugere alto grau de resiliéncia da comuhédde bactérias noduliferas as mudancas de
uso da terra apos o desmatamento.

Observou-se que os valores de correlacdo lineae eigueza e indice de Shannon
foram elevados e estatisticamente significativaa pacomunidade de plantas (Tabela 7). Por
outro lado a correlacdo entre riqueza e indice ldni$on para a comunidade de FMAs foi
baixa e nao significativa, evidenciando que as |agies de FMAs ndo estado uniformemente
distribuidas dentro das comunidades para cada emtesterra analisada.

Quando se levou em conta todas as espécies deplantontradas nas parcelas
observou-se correlacdo baixa, ndo significativaa pagueza e indice de Shannon entre as
comunidades de plantas e de FMAs. Esses resultadsisam que para parcelas revegetadas
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apos atividade de mineracédo de bauxita, a mai@rsidade de plantas ndo necessariamente
foi acompanhada por maior diversidade de FMAs.

Alguns trabalhos tém mostrado comportamento difgaglo entre espécies vegetais
pertencentes a diferentes grupos sucessionaisseaiacao micorrizica. Espécies pioneiras e
secundarias iniciais que sado generalistas apresealia suscetibilidade a infeccdo, alta
colonizag&o e alto grau de resposta a micorrizpuéetemente predominam em &reas abertas
com alto potencial de inoculo, enquanto, espéaesideradas secundarias tardias e climax
que sdo mais restritivas a colonizacao apresergduarido grau de infeccdo, reduzidas taxas
de colonizacdo e de resposta micorrizica, predomina interior de florestas, onde o
potencial de indculo é baixo (Siqueira et al., 2988ngaro et al., 2000; 2002; 2003; 2005;
Pouyu-Rojas et al., 2006).

Para avaliar a relacdo entre a comunidade de FMespécies de plantas pertencentes
a diferentes grupos sucessionais, calculou-se ficeoge de correlacdo linear para riqueza e
indice de Shannon (Tabela 7). A correlacao foi d&>ao significativa, dessa forma néo se
pode afirmar que houve correlacdes positivas entieversidade de FMAs e a diversidade
plantas pertencentes a qualquer um dos quatro equdgicos.
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Tabela 6 Valores observados para o coeficiente de co@eléigear para os parametros riqgueza e diversidatte a comunidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio simbidticas e a comunid#glplantas para as parcelas 1981A1, 1985A1, 1923KaD8AL.

Todas as plantas

Espécies Leguminosas

Espécies nao

Espécies noduliferas

Espécies nao

Isolados de Leguminosas noduliferas
noédulos
Riqueza Shannon Riqueza  Propor¢cdo Riqueza  Propor¢cdo Riquez&roporcdo Riqueza Proporgao

Riqueza s ns ns s s s s s s s
ARDRA -0,333° 0,141 -0,341 -0,359 -0,329 0,359 -0,19¢' 0,149 -0,400 -0,149
Riqueza ) oo9s 9127 05645 -0080° -0572°  0080° -0477° -0160° -0.610° 0.160°
BOX-PCR ' ' ! ' ' ’ . , , )
igTDnISZn -0,5632° -0,077"° -0,534" -0,143° -0,529"°  0,143® -0,413" -0,065™ -0,585" 0,065™
32?22?2 -0,646™ -0,223" -0,638"™  0,019®  -0,649"  -0,019" .0,559" .0,254 -0,679° 0,254

"s_ Valor de correlacdo nio significativo a 5% debaibilidade. ARDRA- Andlise de restricdo do DNAasisomal amplificado.
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Tabela 7: Valores observados para o coeficiente de correligéar para os parametros riqueza e diversidatte @ comunidade de fungos

micorrizicos arbusculares (FMAs) e a comunidadpldetas para 32 parcelas avaliadas.

Correlacao

linear

Todas as plantas

Rigueza Shannon Riqueza Shannor

Espécies CL

Espécies ST

Espécies Sl

Espécies PI FMAs

Rigueza Shannon Riqueza Shannon Riqueza Shannor Riqueza

Riqueza PL
Shannon PL
Riqueza CL
Shannon CL
Riqueza ST
Shannon ST
Riqueza Sl
Shannon Sl
Riqueza PI
Shannon PI

0,851*
0,752*
0,561*
0,588*
0,482*
0,683*
0,616*
0,333"
0,308*

Rigueza FMAs 0,047
Shannon FMAs 0,139

0,524*
0,558*
0,658*
0,667*
0,551*
0,662*
0,445*
0,462*
0,200*
0,327¢

0,824*
0,142
0,031™
0,264™
0,095™
0,124™
0,102
0,110™
0,194™

0,061™
-0,035™
0,142
0,000™
0,075™
0,068™
0,160™
0,164™

0,916*
0,190™
0,339™
0,313™
0,322
0,273™
0,080™

0,167™
0,371*
0,304™
0,324™
0,328™
0,197™

0,880*
0,055™
0,041™
-0,239™
-0,057"™

0,269™
0,254™
-0,142™
0,211™

0,921*
-0,091™ 0,038™
0,214™ 0,239" 0,243™

PL- Todas as espécies de plantas; CL-Climax; ST+#Eria tardia; SI- Secundaria inicial, PI- PioagrFMAs fungos micorrizicos arbusculares.
"s_ Valor de correlacdo n&o significativo a 5% debaibilidade.
* — Valor de correlacao significativo a 5% de proitidade.
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O’Connor et al. (2002) realizaram ensaio, paraiava efeito dos FMAs sobre a
diversidade e produtividade de plantas. Neste casamutores optaram por suprimir as fontes
de in6culo de FMAs pela aplicacdo de fungicida,chndo assim comparar a riqueza de
plantas e a estrutura da comunidade estabelecioi@ 0 substrato que n&o recebeu a
aplicacdo e o que recebeu a aplicacdo de fungigidies autores observaram alteracéo
significativa na estrutura de comunidade de plapta supressdo dos fungos micorrizicos.
Neste estudo a espécie vegetal dominante foi urp&cies responsiva a colonizacéo
micorrizica e teve a sua produtividade reduzida pepressao dos fungos, o que acarretou um
incremento na biomassa das demais espécies e temigmto na diversidade da comunidade
guando avaliada pelo indice de Shannon.

Estes autores defenderam a hipotese de que assedeis FMAs sobre a comunidade
de plantas ndo sdo absolutos, mas dependem dansasgade das espécies a micorriza,
especialmente da espécie dominante. Neste casyta®s destacam que as duas espécies
mais abundantes no tratamento contrddedicago minimae Carrichtera annua foram
afetadas diferentemente pela reducéo da atividasiéuthgos micorrizicos como resultado da
aplicacao do fungicida. A espécie dominante e atdenresponsiva a micorrid. minima
teve a produtividade reduzida, enquanto a nao nitocet C. annuateve a producdo de
biomassa incrementada no tratamento com supresd@ogbs micorrizicos. Enfatizando que
a participacao das espécies subordinadas foi iauert mas nédo tdo importante quanto, as
espécies dominantes, na determinacao da estriaw@naunidade.

Com base nestes resultados, incorporaram a nocaqueea participacdo dos
microrganismos do solo na diversidade de plantda em funcdo da comunidade de plantas
analisadas, sendo principalmente influenciada mettecdo entre estes simbiontes e a espécie
vegetal dominante. De forma que o efeito regulatdastes simbiontes sobre a estrutura da
comunidade de plantas vai depender da identidadise caracteristicas funcionais das
espécies vegetais.

Stirmer et al. (2006) avaliaram a diversidade deA&Mm &reas em estagio de
sucessao secundaria da floresta Atlantica e obsenvgue o indice de diversidade de
Simpson e a equitabilidade para as espécies de Fddgliferiram significativamente entre
0S estagios sucessionais. Neste trabalho, os autbservaram que a riqueza especifica de
FMAs foi negativamente correlacionada com a riquesgeecifica vegetal.

Flores-Aylas et al. (2003) observaram efeitos @sténtes da inoculacdo de FMA
sobre a competitividade de plantas crescendo enurtidade, quando se alterou o nivel de
disponibilidade de fosforo no solo. Evidenciandoe qos efeitos dos FMAs sobre a
competicdo entre plantas e por consequéncia sativeisidade vegetal, variam ndo somente
em funcdo da composicdo da comunidade de plants,também em funcdo do nivel de
fertilidade do sitio analisado.

Como néo foi observada elevada correlacao entrecesttlade de FMAs e de plantas
quando se considerou todos os dados, procurou-skaraw efeito da composicédo da
comunidade de planta sobre o relacionamento corkRMs. Para isso foi realizado o
agrupamento das &reas com base nas caracterigtifgdcas do solo, com base na
composicao da comunidade de FMAs e, por fim comre hascomposicdo das comunidades de
plantas.

Foi possivel concluir baseado nos dendrogramasndiéasdade e no resultado do
teste de Mantel (Tabela 8, Figura 24) que a c@d@eleentre as matrizes foi baixa e nao
significativa, exceto para as matrizes construtdes base na composi¢cao da comunidade de
FMAs e caracteristicas quimicas do solo. Estesgdadistram que as areas foram agrupadas
de formas diferentes quando se considera a congwode plantas, composicao de FMAs e as
caracteristicas quimicas do solo. O que foi cottmpela baixa correspondéncia entre os
agrupamentos nos trés dendrogramas.
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Dessa forma, as areas foram distribuidas em nayggrde similaridade (Figura 24C)
para 0s quais o relacionamento entre diversidadeMids e espécies vegetais foi avaliado
caso a caso (Tabela 9). Como os grupos 7, 8 e€Seaygaram apenas duas areas cada um,
estes foram combinados em um sé grupo.

O efeito da composicdo da comunidade de plantare solrelacionamento entre
diversidade de plantas e FMAs pbdde ser observadigqu®za de FMAs foi negativamente
correlacionada ao indice de Shannon da comunidadelahtas nos grupos 3 e 5 e
positivamente correlacionada nos demais grupose ondalor foi baixo para a combinagao
dos grupos 7, 8 e 9 (0,076) e alto (0,828) no@iO indice de Shannon da comunidade de
FMAs foi positivamente correlacionado a riquezgplimtas no grupo 1 e negativamente nos
demais, com destaque para os valores de 0,9351po gre -0,768 no grupo 5.

Os resultados apresentados neste trabalho cormlamargumentacdes de O’Connor
et al. (2002); Flores-Aylas et al. (2003); Urcetapiaz (2003); Wardle et al. (2004) e van der
Heijden et al. (2008) de que ecossistemas natapaesentam elevada complexidade e que a
natureza do relacionamento entre diversidade deégda de FMAs depende da composicéo
de espécies.

Tabela 8: Valores de correlacéo (abaixo da diagonal) e galde probabiliadade (acima da
diagonal) obtidos pelo teste de Mantel entre asrtrétrizes de similaridade calculadas
pelo coeficente de Bray-Curtis.

Composicdc Composicao de

Teste de Mantel / probabilidac Solo de FMAs plantas
Solo 1 0,000 0,143
Composicéo de FMAs 0,446 1 0,366
Composicéo de plantas 0,109 0,24 1

As matrizes de similaridade foram calculadas atiltto o coeficente de Bray-Curtis e foram utilizad@80
permutacdes no teste de Mantel.
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Figura 24: Dendrogramas de similaridade construidos com &Goterete de Bray-Curtis e método de agrupamento MRGbaseados (A) na
composicao da comunidade de fungos micorrizicogsathares (FMAS); (B) nos valores para os difeep@ametros avaliados pela
analise quimicas de solo e (C) na composicao damciolade de espécies de plantas.
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Tabela 9: Valores observados para o coeficiente de correléig@ar para os parametros
rigueza e diversidade entre a comunidade de fumgmsrizicos arbusculares (FMAS)
e a comunidade de plantas para os nove grupostdsstidentificados pela analise de
agrupamento, com base na composi¢cado da comunidgulardas.

Grupos Rigueza de planta Diversidade de plantas

Shannon

1, -0,277" 0,155™
2 2 -0,43™ 0,828
3 I -0,799™ -0,156™
4 3 0,229" 0,166
5 3 -0,558™ -0,526™
6 -0,272* 0,142
7,8,9 0,104 0,076
1 0 0,935™ 0,997 *

2 g -0,533™ 0,329
3 o -0,053™ 0,944 *
4 w3 0,237 0,385™
5 gt -0,768™ -0,829™

6 T -0,446™ -0,725™
7,89 0,483 0,306™

PL- Todas as espécies de plantas; CL-Climax; ST+#Eria tardia; SI- Secundaria inicial e Pl- Pioaei
"S_ Valor de correlacdo nio significativo a 5% debaibilidade.
* — Valor de correlacao significativo a 5% de proitidade.
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4 — CONCLUSOES

N&o houve correlacdo entre a diversidade de bastéikadoras de nitrogénio
simbidticas e de espécies vegetais.

N&do houve correlacdo entre diversidade de bactéiasloras de nitrogénio
simbidticas e a proporcéo de espécies leguminasaspécies noduliferas.

N&o houve correlacdo entre riqueza e indice de ridimaentre as comunidades de
FMAs e de plantas.

Houve efeito da composicdo da comunidade de plastdse a relacdo entre
diversidade de plantas e de FMAs.
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CONCLUSOES GERAIS

Com relacdo a diversidade de isolados de nédulds pé perceber que as diferentes
amostras de terra utilizadas como in6culo ndo pvemaon a nodulacdo erMimosa
acutistipulae, observou-se efeito do tempo de revegetaca@mas sob a diversidade de
isolados de nddulos obtidos de siratro, onde assamvegetadas a mais tempo mostraram
maiores niveis de riqueza. Observou-se que a éted&lsresta apresentou menor nivel de
riqueza e diversidade que as areas revegetadagatooss do coeficiente de correlacao foram
baixos e negativos entre a diversidade de isolddasdulos e de espécies vegetais.

Com relacdo a diversidade de FMAs, 13 espéciesnf@acontradas e observou-se
predominio da espéci&lomus macrocarpumsendo que 96,65% dos esporos encontrados
pertenceram a essa espécie. Nao foi observaddoeatatre a diversidade de FMAs e o tempo
de revegetacdo das areas. Observou-se reducavetisidide de FMASs, avaliada pelo indice
de Shannon, nas areas revegetadas recentemerdspecml para as areas revegetadas apés o
ano de 2000. Houve baixa correlacéo para riquérdiee de Shannon entre as comunidades
de FMAs e de plantas, evidenciando que ndo necassarte areas com maior diversidade de
plantas contém maior diversidade de FMAs. Entreiapdde-se observar efeito da
comunidade de plantas sobre o relacionamento éneesidade de plantas e FMAS.

Cinco protocolos de extracdo de DNA avaliados prodm extratos com pureza entre
1,8 e 2,0 e dois produziram extratos com purezege €8 e 2,0 para os quais foi possivel
obter amplificacdo em todas as reacdes de PCRiassta
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CONSIDERACOES FINAIS

Para Wardle et al. (2004), embora ainda haja poes@$encias, os efeitos da
biodiversidade de organismos do solo sobre os uabsb (diversidade, produtividade e
composicao) das comunidades acima do solo séo diepes do contexto, podendo ser
negativos ou positivos, dependendo dos organisnmossalo considerados (simbiontes,
decompositores ou patdégenos), do papel da espggikaita na comunidade (grupo funcional
a que pertence), da posicdo na curva de domingdominantes ou subordinadas) e da
fertilidade do solo.

A compreenséo das ligacoes existentes entre asilade de plantas e a composicao
da comunidade microbiana do solo esta apenas sindo (Carney e Matson, 2006).
Entretanto, para esses autores os métodos utifizao® diferentes sistemas de estudo para
detectar a mudanca na comunidade microbiana eiac&arna produtividade das plantas,
provavelmente influenciam a natureza deste relacn@mto.

Nusslein e Tiedje (1999) e Jesus et al. (2009) @remx@m menor nivel de diversidade
bacteriana em areas sob floresta quando compacadaeas sob pastagens. Embora esses
resultados possam ser em parte entendidos pelacdibtede pH do solo ocasionada pela
alteracdo de uso da terra (Fierer e Jackson, 2008p de pastagens apresentar maior nivel
de diversidade que uma éarea de Floresta com elegian@asidade de plantas ainda é
intrigante.

Harris (2009) aponta que a relacéo entre biomassarjo e de bactéria muda ao
longo do processo de sucessdo. Em estagios inidasicessao observa-se uma relacdo mais
baixa, com o predominio em biomassa de bacténms)dp comparada com uma floresta em
estagio mais avancado, onde se observa uma don@rdmbiomassa fungica. Dessa forma,
um levantamento completo da relacdo entre divaisidgcima e abaixo do solo, deve
considerar a composicao e diversidade de comursdialbactérias e de fungos.

Para entender o complexo padréo de biodiversidadeo®ssistemas naturais e sobre
tudo, seu relacionamento com as funcdes do eaassistuma abordagem que permita a
avaliacdo conjunta dos compartimentos acima e alwxsolo faz-se necessaria (Rodriguez-
Loinaz et al., 2008). Considerando os resultadossaptados conclui-se que a demanda de
estudos para elucidar a complexa relagcéao entresitiaele acima e abixo do solo ainda é alta.

O objetivo presente é continuar com estudos nésisa. IOs resultados apresentados
aqui permitiram observar que as praticas de reaedet utilizadas estdo posibilitando a
recomposicdo em termos de biodiversidade das parcehtretanto, as areas avaliadas nao
estdo funcionando como experimentos naturais, ja) 880 sdo areas onde apenas um fator
conhecido esta agindo. Provavelmente, as pratidasadas para a revegetacao, bem como, a
posicdo na paisagem de cada parcela estao infagenos resultados. Dessa forma, a selecéo
de parcelas especificas deve ser consideradaiadeagigora, 0 que possibilitard a reducdo no
namero de areas, mas por outro lado o incrementain@ero de amostras de cada area em
estudos futuros.
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