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RESUMO

BORGES, Wardsson Lustrino. Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares e de
bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas em areas de mineracdo de bauxita com
diferentesidades de revegetacao. 2010. XX Xf. Tese (Doutorado em Agronomia, Ciéncia do
Solo). Ingtituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Para o adequado manegio e uso dos diferentes recursos de um determinado ecossistema, o
conhecimento de como ocorrem 0S processos ecolégicos € de fundamental importancia.

Dentro desse contexto, a biodiversidade, a ciclagem de nutrientes e o fluxo de energia
apresentam papéis requlatérios importantes. Resultados recentes mostram gque harelacdo entre
diversidade de plantas e produtividade de biomassa nos ecossistemas. Além de fertilidade do
solo, temperatura, latitude, precipitacdo, herbivoria, interacbes competitivas, separacao
espacial e tempora da utilizacdo de recursos, a interacdo entre espécies pertencentes a
diferentes grupos funcionais e a diversidade de microrganismos participam na determinacéo
da diversidade vegetal. Atuamente, ecossistemas naturais sdo conhecidos por possuirem

componentes interligados localizados acima e abaixo do solo, sendo que efeitos regulatorios
sd0 estabelecidos entre as populacdes de cada componente. Neste trabalho buscouse
aprimorar protocolos de extracdo de DNA e avdiar a diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares e de bactérias simbi6ticas fixadoras de nitrogénio em areas com diferentes idades
de revegetacdo apls a exploracdo de bauxita, bem como, relacionar a diversidade destes
microrganismos com a diversidade de plantas. Foi observado que a adicdo de
polivinilpolipirrolidona, polivinilpirrolidona e de carvao ativado proporcionou obtencéo de
produtos de extracdo de DNA de qualidade suficiente para redizacdo de reacdes de
amplificacdo de DNA. Observouse, também, elevada diversidade de bactérias simbiéticas
fixadoras de nitrogénio nas diferentes areas, e esta foi mais elevada em areas revegetadas a
mais tempo. Glomus macrocarpum foi a espécie de fungo micorrizico arbuscular
predominante entre as 13 espécies encontradas. Os resultados mostram que as préticas de
revegetacdo adotadas nestas areas estdo permitindo o estabelecimento de comunidade de
fungos micorrizicos arbusculares no solo. Entretanto, o nivel de riqueza e o nUmero de

esporos ainda estéo baixos, principa mente nas areas revegetadas apds o ano de 2000. Né&o foi

observada correlacdo para os valores do indice de Shannon entre as comunidade de plantas e
de fungos micorrizicos arbusculares. Entretanto, conforme sugerido por outros autores, a
relacdo diversidade acima e abaixo do solo mostrou ser dependente da composi¢céo da
comunidade de plantas

Palavras chave: Diversidade, areas degradadas, floresta, estabilidade ecoldgica, mineracéo.



ABSTRACT

BORGES, Wardsson Lustrino. Arbuscular mycorrhizal fungi and symbiotic nitrogen
fixing bacteria diversity in the bauxite mining areas with different revegetation ages.
2010. XXXf. Thesis (Doctor Science in Agronomy, Soil Science). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rio do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

To the management adequate and use of different resources of a certain ecosystem, the
knowledge of how the ecological process happens inside of this is of fundamental importance.
In this context, the biodiversity, the nutrients cycling and energy flux are shown have
important regulatory roles. Recent data shown that there is relationship between the plants
diversity and biomass productivity and that in addition to soil fertility, temperature, latitude,
precipitation, herbivory, interaction among species from the different functional groups, the
microorganism diversity participates in the determination of vegetal diversity. Currently,
natural ecosystems are known to have interconnected components located above and below-
ground, and that regulatory effects are established between the populations of each
component. The aims of this work were to improve protocols of DNA extraction, to evaluate
the diversity of arbuscular michorrizal fungi and nitrogen fixation bacteria in the areas with
different ages of revegetation after bauxite mining as well as to relate the diversity of these
microorganisms with the plant diversity. It was observed that addition of the PVP, PVPP and
activated charcoal improved both quality and yield of DNA extracts. It was observed also,
high rizhobial diversity in the different areas, and this was highest in the degraded areas
revegeted in more time. Glomus macrocarpum was the arbuscular mycorrhizal fungi specie
prevalent among the 13 species found. The results shown that the revegetation practices
adopted in these areas are providing the establishment of community of arbuscular
mycorrhizal fungi in soil. However, the richness level and the spore numbers are till lows,
mainly in the degraded areas revegeted after the 2000 year. It was not observed correlation to
the richness values and Shannon-Wiener index between plants community and arbuscular
mycorrhizal fungi. The relationship between above and below-ground diversity was
dependent of plant community composition.

Keywords: Degraded area, forest, ecological stability, mining.
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CA-K; 19- TE-CA; 20- TE-PVPP,; 21- TE-PVP, 22- TE-CA-PVP, 23- TE-CA-PVPP,; 24-
TE-CA-K; 25- TE-PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K;
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Figura 19: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtido com os diferentes protocolos
avaliados: (A) iniciadores 968f-GC-1401 (B) iniciadores NS1-NS34. Ordem das amostras:
1- Marcador de peso molecular 1kb plus ladder; 22 CTAB; 3 CTAB-PVPP; 4 CTAB-
DTT,; 5- CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP; 8- CTAB-PVP-CA; 9- CTAB-
DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTAB-DTT-PVP, 12- CTAB-DTT-CA-PVP; 13-
CTAB-DTT-PVPP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-
PVPP-CA-K; 17- CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TE-CA; 20-
TE-PVPP, 21- TE-PVP, 22- TE-CA-PVP, 23- TE-CA-PVPP; 24- TE-CA-K; 25- TE-
PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28 TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen; 30-
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Figura 20: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtido com os diferentes protocolos
avaliados: (A) iniciadores NS31-AM1 (B) iniciadores NS31GC-AM1. Ordem das
amostras: 1- Marcador de peso molecular 1kb plus ladder; 2- CTAB; 3- CTAB-PVPP; 4-
CTAB-DTT; 5 CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP; 8 CTAB-PVP-CA; 9
CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTAB-DTT-PVP; 12- CTAB-DTT-CA-
PVP; 13- CTAB-DTT-PVPP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16-
CTAB-PVPP-CA-K; 17- CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TE-
CA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP, 22- TE-CA-PVP; 23- TE-CA-PVPP; 24- TE-CA-K; 25-
TE-PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen;
1G0T ool g 11 0] L= 1= 0 = 1 Y T 72

Figura 21:. Dendrogramas de similaridade construidos com o coeficiente de Bray-Curtis e
método de agrupamento UPGMA, baseados (A) na composi¢éo da comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS); (B) nos valores para os diferentes parametros
avaliados pela andlise quimicas de solo e (C) na composicdo da comunidade de espécies
B PIANTES. ...t b e 87
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INTRODUCAO GERAL

Condgtitui grande interesse dos ecélogos compreender como 0S ecossistemas naturais
funcionam e quais sdo os fatores responsaveis por estabelecer e controlar o equilibrio destes.
A funcionalidade e a estabilidade dos ecossistemas terrestres tém sido entendidas como
resultado da interacdo entre a biodiversidade de organismos vivos (plantas, animais e
microrganismos); pela composicdo e estrutura das comunidades destes organismos; pelo
importante processo de ciclagem de nutrientes desempenhado por essas comunidades e pelo
fluxo de energia entre os diferentes niveis troficos.

Ecossistemas terrestres consistem de componentes localizados acima e abaixo do solo
gue interagem para influenciar processos e propriedades em nivel de comunidades e
ecossstemas, muito embora, a maioria dos trabalhos desenvolvidos considera estes
componentes como sendo partes isoladas um do outro (Wardle et a., 2004).

De certaforma, a diversidade, bem como o padréo de distribuicéo de espécies vegetais
tem sido o foco da maioria dos trabalhos desenvolvidos na esfera de ecossistemas, onde a
diversidade de plantas é considerada importante para a manutencdo da funcionalidade deste.
Como resultado, volume significativo de informacdes foram gerados, possibilitando entender
as diferentes estratégias de vida das plantas, os mecanismos de dispersdo de sementes, bem
como, determinar as principais variaveis determinantes da biogeografia de plantas. Em escala
continental sabe-se que temperatura, latitude e precipitacdo séo bons preditores da diversidade
de plantas (Fierer e Jackson, 2006). Por outro lado, os mecanismos determinantes da
composicdo e diversidade de espécies vegetals em menores escalas geograficas (van der
Heijden et a., 1998), o relacionamento entre diversidade de plantas e produtividade do
ecossistema (Tilman et a., 2001), bem como o relacionamento entre diversidade de plantas,
comunidade microbiana e funcdes do ecossistema (Zak et al., 2003), ainda hdo séo claros.

A habilidade de muitas espécies de plantas co-existirem determinando a diversidade
vegetal tem sido explicada pelas interaces competitivas, separacdo espacia e tempora da
utilizacdo de recursos, pela criacdo de novos nichos por distirbios nos nichos existentes e,
pela interacdo de diferentes espécies vegetais pertencentes a diferentes grupos funcionais.
Fertilidade do solo e herbivora também influenciam a riqueza de espécies de plantas (van der
Heijden et a., 2006a).

Microrganismos apresentam enorme diversidade e consequem habitar os mais diversos
nichos ecol 6gicos em funcéo da capacidade de utilizacdo de diferentes compostos como fonte
de energia e nutrientes Em associacdes com espécies vegetais oS microrganismos podem
habitar diferentes compartimentos como, superficies de folhas (filoplano), viverem
endofiticamente (dentro dos tecidos vegetais), colonizarem arizosfera (zona de influéncia das
raizes) ou o solo ndo rizosférico. Alta diversidade de bactérias tem sido relatada em filoplano
e solo (Curtiset al. 2002; Lambais et a. 2006).

Além disso, microrganismos desempenham papéis importantes nos ecossi stemas como
aguisicdo de nutrientes, participam sSignificativamente nos ciclos biogeoquimicos,
principalmente nos ciclos do carbono e nitrogénio eem processo de formacdo do solo.
Enquanto é reconhecida a importancia dos microrganismos para a funcionadidade dos
ecossistemas, 0 impacto destes sobre a diversidade e produtividade de plantas é pobremente
entendido (Zak et a., 2003; van der Heijden et al., 2008).

Embora pouca atencado tenha sido dada a participacdo dos microrganismos, resultados
recentes vém corroborando a idéia de que os microrganismos, especiamente os que
estabelecem relacbes mais intimas com as plantas, como as simbiontes radiculares, participam
na determinacdo tanto da diversidade quanto da produtividade de ecossistemas vegetais (van



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

Para que um grupo de microrganismos simbiontes de plantas, sgiam os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) ou as bactérias fixadoras de nitrogénio capazes de induzir a
formacdo de nédulos em leguminosas (rizobios), possa influenciar a comunidade de plantas
em um ecossistema, fazse necessario que ocorra variabilidade da resposta entre diferentes
pares simbiontes. Isto € na comunidade de plantas as espécies devem diferentemente
influenciar e serem responderem diferentemente as espécies de microrganismos, podendo
ocorrer também variacdes intra-especificas. Como para a associacéo entre plantas e FMAS
tem sido postulado que a especificidade hospedeira € baixa ou inexistente, esse
comportamento diferenciado pode ser entendido cono “especificidade funcional” (Pouyu
Rojas et al., 2006). Estes autores observaram rendimentos diferenciados quando realizaram a
inoculacdo de diferentes isolados de FMAs em uma mesma espécie de planta.

Urcelay e Diaz (2003) propuseram um modelo empirico para avaliar os efeitos dos
FMAs sobre a diversidade de plantas, que considera a dependéncia da associacdo micorrizica
das espécies presentes na comunidade e da posicdo de cada espécie na hierarquia de
dominancia. O modelo proposto prediz que a presenca de FMASs diminuira a declividade da
curva de dominancia da planta, propiciando a diversidade de plantas apenas em sistemas onde
amaioria das espécies de plantas subordinadas sdo micotréficas. Em outros sistemas o efeito
de FMAs é considerado nulo ou negativo sobre a diversidade de plantas.

Neste modelo, em condicdo onde a maioria das espécies de plantas em uma
comunidade apresenta pouca ou nenhuma dependéncia a micorrizacéo, os efeitos dos FMAS
sobre a composicao da comunidade ndo sdo esperados, pelo menos em curto prazo. Em outra
condicdo onde as plantas dominantes sdo altamente dependentes e as subordinadas ndo sdo, a
presenca de FMASs deve incrementar a declividade da curva de dominancia das espécies e
diminuir a diversidade de plantas. O principa mecanismo de acdo esperado sera a maior
capacidade competitiva das espécies dominantes quando micorrizadas. Caso contrario, se as
espécies subordinadas sdo altamente nicotréficas e as dominantes ndo, entdo a presenca de
FMASs pode reduzir a declividade da curva de dominancia incrementando a diversidade de
plantas na comunidade. Por fim, se ambos os tipos de espécies, subordinadas e dominantes,
sd0 dependentes da micorrizacdo, a presenca de FMAs também deve reduzir a declividade da
curva de dominancia incremertando a diversidade de plantas. Neste Ultimo caso, Urcelay e
Diaz (2003) apontam que um possivel mecanismo de acdo dos FMAs poderia ser a
redistribuicdo de fotoassimilados a partir das espécies dominantes para as subordinadas,
através de uma rede de micorriza comum, embora ressaltem que esse mecanismo necessita de
evidéncias mais conclusivas sobre sua relevancia ecol 6gica a campo.

Urcelay e Diaz (2003) discutem que em situacoes onde os FMAS sdo componentes do
sistema, 0 conhecimento da dependéncia da micorriza das espécies subordinadas € mais
informativo do que o conhecimento da dependéncia das espécies dominantes para prever 0s
efeitos dos FMASs sobre a diversidade de plantas na comunidade. Se as espécies subordinadas
séo altamente dependentes, a diversidade de plantas deve aumentar na presenca de FMAS
independentemente da dependércia micorrizica das dominantes. Por outro lado, se o grau de
dependéncia a micorriza das subordinadas néo € conhecido, ndo € possivel prever se a
diversidade de plantas pode incrementar ou decrescer na presenca de FMAS.

O nivel de fertilidade do sitio analisado também influencia as relacdes competitivas
entre espécies vegetais e participa da determinacdo do grau de riqueza de plantas. Flores-
Aylas et al. (2003) estudaram os efeitos da inoculacdo com um isolado de Glomus etunicatum
e a aplicacdo de fésforo sobre comunidades de plantas em condicdo estéril em casa de
vegetacdo. Neste trabalho os autores implantaram comunidades com seis espécies de plantas
gue receberam ou ndo a inoculacdo de FMA em trés niveis distintos de disponibilidade de
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fosforo no solo. Foi possivel observar ateracdes nas relacdes competitivas entre as espécies
vegetais estudadas como resultado da inoculacéo com o isolado de Glomus etunicatum. Sendo
gue ainoculacdo teve dois papéis contrarios, dependendo da disponibilidade de fésforo, onde
ainoculacdo tanto diminuiu quanto aumentou a competicao das espécies. Na condicéo de ndo
inoculacdo ou baixa disponibilidade de fésforo houve dominancia das espécies fedegoso
(Senna macranthera) e cassia-verrugosa (Senna multijuga), enquanto que em condicdo de
suprimento adequado ou alto nivel de fésforo no solo a dominancia foi da espécie gravitinga
(Solanum granul 0so-leprosum).

Outro grupo de microrganismos gue tem sido associado a determinacado da diversidade
de plantas em ecossistemas naturais € o grupo de bactérias fixadoras de nitrogénio (van der
Heljden et a., 2008), com énfase nas bactérias capazes de induzir a formagdo de nddulos em
espécies da familia das leguminosas (van der Heijden et al., 2006a). Objetivando avaliar o
efeito dainoculacdo de rizébio sobre a composicdo da comunidade de plantas van der Heljden
et al. (2006a) implantaram um experimento com 16 parcelas, em que oito foram inoculadas
com nove isolados obtidos de nddulos radiculares de trés espécies de leguminosas diferentes,
e as demais foram utilizadas como controle ndo inoculado. Em cada parcela, uma comunidade
com 83 individuos de 11 espécies de plantas foi implantada. Nesta comunidade as trés
espécies de leguminosas estavam presentes e 0 experimento foi coletado 14 semanas apds
plantio. Observou-se gue a biomassa de parte aérea, o acUmulo de nitrogénio e o indice de
equitabilidade da comunidade de plantas foram 34,6%, 85,0% e 34,3% superiores,
respectivamente, quando a inoculacdo com rizobio foi readlizada. Dessa forma, os autores
demonstraram que bactérias fixadoras de nitrogénio promovem a equitabilidade, a
produtividade e a captura de nitrogénio em sistemas ricos com especies leguminosas.

Com base no parégrafo 2° do artigo 225 da Constituicdo Federal, no Brasil “Aquele
que explorar recursos minerais fica obrigado a recuperar 0 ambiente degradado, de acordo
com solucéo técnica exigida pelo 6rgao ptblico competente, naformadale”, com o objetivo
de zelar pelo direito de todos ao meio ambiente ecologicamente equilibrado. Dessa forma, o
entendimento da capacidade de FMAs e rizébios de influenciarem a diversidade de plantas de
um dado sitio pode ter implicacbes préaticas de significativa importancia para o manejo de
areas degradadas, uma vez que o incremento da diversidade destes é associado ao aumento da
capacidade de estabel ecimento e de competicdo de espécies subordinadas.

Alguns autores tém procurado entender a diversidade e a dindmica de sucessdo de
espécies de plantas e de microrganismos a partir de ensaios em condicdes controladas
adotando tratamentos previamente estabelecidos. Alternativamente, alguns autores tém
utilizado “experimentos naturais’ para acessar a diversidade e entender o padréo de sucessio
de espécies. Para isso, locais onde se possa observar o efeito do tempo, da fertilidade do solo
ou da disponibilidade de nitrogénio que possam interferir sobre a composicdo das
comunidades sfo identificados e analisados. Nessa linha alguns trabal hos foram realizados o
sitio onde hoje se encontra o “Cedar Creek Natural History Ared’, uma area que fica a
aproximadamente 50 km ao norte de Minnesota (EUA) que dispde de campos que foram
cultivados e abandonados em diferentes épocas, estando, portanto em diferentes estégios
sucessionais (Johnson et al., 1991).

No presente trabalho, buscou-se avaliar a diversidade de bactériass isoladas de noddul os
de leguminosas e de fungos micorrizicos arbusculares em é&reas que foram submetidas a
atividade de revegetacdo em diferentes épocas apds a atividade de mineracdo de bauxita no
estado do Para. Atualmente essas areas apresentam diferentes composicoes de comunidades
vegetais. Os resultados deste trabalho séo aqui apresentados na forma de capitul os.

No primeiro capitulo sdo apresentados os resultados da andlise de diversidade de
bactérias isoladas de noddulos radiculares, realizada por meio da andlise de restricdo do gene
do DNA ribossoma (16S rDNA) e da amplificacdo com o iniciador BOXA1R, com o
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objetivo de verificar diferencas nos nivels de diversidade de areas revegetadas em diferentes
épocas. No sequndo capitulo estdo os resultados relativos a andlise de diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares, realizada através da avaliacdo da ocorréncia de esporos nas
amostras de terra e da separacdo de fragmentos do gene do DNA ribossomal (18SrDNA), em
amostras de raizes, amplificados por reacdo de polimerase em @deia (PCR) em gel com
gradiente desnaturante (eletroforese em gel com gradiente desnaturante - DGGE) ou em gdl
de agarose apos a restricdo com endonucleases de restricdo (andlise de restricdo do gene
ribossomal amplificado - ARDRA). No terceiro capitulo sdo apresentados os resultados
relativos a otimizacdo de protocolo de extracdo de DNA a partir de amostras de raizes,
visando obter produtos com pureza e quantidade de DNA suficientes para serem utilizados em
reagoes de PCR sem a necessidade de adogdo de etapas de purificacdo. Por fim, no ultimo
capitulo buscouse correlacionar os dados de diversidade de microrganismos com a
diversidade de plantas das éreas estudadas.



CAPITULO |

DIVERSIDADE DE BACTERIAS FIXADORAS DE NITROGENI O 3SM B[OTICAS
EM AREAS COM DIFERENTES IDADESDE REVEGETACAO APOSA
MINERACAO DE BAUXITA



RESUMO

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas de leguminosas, comumente denominadas de
rizébios, promovem a produtividade de diferentes espécies agricolas e sdo de significativa
importancia para ecossistemas naturais, uma vez gque incrementam o teor de nitrogénio no
solo, principamente em comunidades ricas em leguminosas. A cada dia novas espécies de
rizobios sdo descritas, e até a década passada, todas eram classificadas como sendo
pertencentes a subdivisdo alfa do filo proteobacteria. Nos Ultimos anos, isolados capazes de
induzir a formac&o de nodulos foram classificados como sendo membros da subdivisdo beta
de proteobacteria e, mais recentemente alguns autores tém encontrado similaridade entre
isolados de nédulos e membros da subdivisdo gama de proteobacteria, evidenciando gque a
capacidade de induzir a formagdo de nédulos em leguminosas é amplamente distribuida.

Avaliouse por meio darestricdo do gene que codificao RNA ribossomal 16S (ARDRA) e da
técnica de BOX-PCR a diversidade de isolados de ndédulos em areas com diferentes idades de
revegetacdo apés a atividade de mineracdo de bauxita, obtidos por meio de cultivo armadilha
em vasos tipo “Leonard”. As duas ferramentas utilizadas mostraram resultados similares e foi

possivel observar elevada diversidade quando foram levados em conta todos os isolados. Os
resultados mostram que a diversidade deste grupo chave de microrganismo tem aumentado
com o tempo de revegetacdo, sendo que a é&rea revegetada em 1981 apresentou o nivel mais
ato de diversidade e a area revegetada em 2006, apresentou menor nimero de isolados e
menor nivel de diversidade.

Palavras chave: Rizdbio, Rep-PCR, andlise de agrupamento, nddulos.



ABSTRACT

Nitrogen fixing bacteria commonly known as rhizobia are able to improve the productivity of
different crops species and are important to the natural ecosystems once that enhance the
nitrogen soil content, mainly in communities rich in legumes. Until the past decade, all root-
nodule bacteria were classified as belonging to the alpha subdivision of the Proteobacteria
phylum. In recent years, root nodules bacteria able to induce the nodules formation were
classified as members of the beta subdivision of the Proteobacteria phylum and, more recently
some authors have found similarity between root nodules bacteria and members of the gamma
subdivision of the Proteobacteria phylum, showing that the ability to induce the nodule
formation in legumes is widely distributed. In this study was evaluated using both the PCR-
RFLP and BOX-PCR techniques, the root nodule bacteria diversities in the areas with
different ages of revegetation after bauxite mining which were obtained from trap culture.
Both tools used have shown similar results and it was observed high diversity when they were
taken into account all isolates. The results shown that diversity of this key group of
microorganisms have been increased with the revegetation time once that degraded area
revegeted in 1981 showed the highest diversity level and the degraded area revegeted in 2006
showed both the lowest isolated numbers and diversity level.

Keywords. Rhizobia, Rep-PCR, cluster analysis, nodules.



1-INTRODUCAO

Bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (N2) compdem um grupo de
microrganismos de extrema importancia para os diferentes ecossistemas, uma vez que
propiciam a entrada de nitrogénio no solo. A capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico esta
amplamente distribuida entre microrganismos com diferentes niveis de relacionamento
filogenético, onde $i0 encontrados representantes de Archaea e de diferentes grupos de
Eubacteria, entretanto, a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico e induzir aformacgéo de
nédulos em leguminosas esta restrita a membros do filo proteobacteria.

Bactérias fixadoras de nitrogénio noduliferas em leguminosas, comumente
denominadas de rizobio, assm com os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) séo
microrganismos presentes e, geradmente, abundantes em solos de muitos ecossistemas
(Moreira et al., 1998). Os rizébios apresentam elevada diversidade e ampla variabilidade
guanto a eficiéncia simbidtica(Soares et al., 2006a; b; Teixeiraet a., 2010).

A importancia da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) simbidtica em sistemas
agricolas é bastante documentada, onde varias espécies de plantas, como soja, feljdo e
amendoim se beneficiam (Soares et al., 2006b; Santos et al., 2007; Borges et al., 2007). Por
outro lado, o papel deste grupo de microrganismos em ecossistemas naturais € pobremente
entendido (van der Hejden et al., 2006a). Pouco € conhecido sobre a contribuicdo do
incremento de diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio para a produtividade e
diversidade de plantas vivendo em comunidades. Melloni et a. (2006) relataram que maior
diversidade de bactérias no solo significa maior resiliéncia do sistema e que maior diversidade
de bactérias noduliferas de leguminosas pode favorecer a simbiose com vérias espécies
leguminosas e maximizar afixacdo biologica de nitrogénio em areas degradadas.

Assim como observado para a relacdo plantassFMAS comunidades de plantas
apresentam espécies com respostas diferenciadas as bactérias fixadoras de nitrogénio
noduliferas em leguminosas e a ocorréncia desta “ diversidade funciona” torna esse grupo de
bactérias hipoteticamente capaz de influenciar a composicao da comunidade de plantas.

A participacdo dos rizébios na determinacéo da diversidade vegetal em um dado sitio
pode se dar pelo suprimento de nitrogénio estimulando o crescimento e aumentando a
competitividade das leguminosas noduliferas e pelo aumento da disponibilidade de nitrogénio
no solo estimulando o crescimento de outras espécies de plantas quando ocorre transferéncia
do nitrogénio fixado (Asner et al., 2008). Assim, podem alterar a distribuicdo tanto das
leguminosas quanto das ndo leguminosas ou podem também, em situacdes onde ocorre
limitacBo por nitrogénio e pouca limitacdo por outros fatores, influenciar somente as
leguminosas noduliferas onde as outras espécies ndo sdo afetadas, caracterizando um cenario
de complementaridade e separacdo de uso de recurso (van der Heijden et al., 2006a).

van der Heijden et a. (2006a) demonstraram que bactérias fixadoras de nitrogénio
promovem a equitabilidade, a produtividade e a captura de nitrogénio em sistemas ricos com
espécies leguminosas. Como houve diferenca significativa somente nas leguminosas quanto a
biomassa e a quantidade de nitrogénio entre os tratamentos, os autores atribuiram o efeito
positivo do rizébio a influéncia provocada especificamente sobre o crescimento das
leguminosas. Baseando-se nesses resultados e sobre o papel dos rizobios em comunidades
ricas em leguminosas, para a determinacdo da produtividade e captura de nitrogénio, estes
autores sugerem gue a presenca de um diverso grupo de bactérias noduliferas € requerida para
que diferentes espécies de plantas leguminosas e ndo leguminosas co-existam.

A utilizacdo de ferramentas moleculares nos estudos de caracterizacdo de isolados de
rizobio tem aumentado o conhecimento sobre a diversidade e distribuicdo das diferentes
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espécies (Limaet al., 2009). 1sso tem contribuido para a descricéo de novas espécies (Chen et
a., 2006, 2007, 2008), revisdo taxbnomica (Willems et a., 2006) e para a identificacéo de
isolados pertencentes a grypos filogeneticamente distantes como capazes de induzir a
formacéo de nédulos (Moulin et al., 2001; Shiraishi et a., 2010).

Alguns estudos tém sido redizados para acessar a diversidade de bactérias
diazotréficas por meio de ferramentas moleculares, utilizando iniciadores para amplificacdo
de genes envolvidos no processo de fixacdo, sem a necessidade de cultivo (Hsu e Buckley,
2009). Entretanto, estudos nessa linha ainda sdo escassos para avaliar a diversidade de
bactérias capazes de induzir a formacéo de nédulos em leguminosas, o que pode ser em parte
explicado pela falta de iniciadores com resolucdo adequada para esses estudos uma vez gue
esse grupo é polifilético. Além disso, Lima et al. (2009) argumentaram que a funcionalidade
da comunidade ndo pode ser facilmente acessada por ferramentas moleculares o que ainda
torna a utilizacdo de cultivos armadilhas com hospedeiros promiscuos, a aternativa mais
viavel para acessar a diversidade de bactérias capazes de induzir a formacéo de nddulos em
leguminosas.

Neste trabalho objetivou-se obter e avaliar a diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio simbidticas em areas com diferentes idades de revegetacdo apds a atividade de
mineracdo de bauxita, obtidos por meio de cultivo armadilha utilizando as espécies
Macroptilium atropur pureum e Mimosa acutistipula.



2-MATERIAL E METODOS

2.1 - AreadeEstudo e Coleta

As amosdtras de terra e raizes utilizadas no presente estudo foram coletadas em areas
revegetadas apos a atividade de mineracdo de bauxita da Minerac&o Rio do Norte (MRN). As
amostras foram coletadas em talhdes de reflorestamento que foram revegetados em diferentes
anos, tendo atualmente diferentes “idades’ de revegetacdo, compondo assim uma
cronossequéncia de revegetacdo. Esta cronossequéncia foi implantada ao longo de 25 anos,
entre 0s anos de 1981 e 2006. A &rea amostrada denominada de Flona Saraca-Taqlera €
subordinada ao Ingtituto Brasileiro do Melo Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis e
esta inserida na Microrregido do médio Amazonas paraense, no distrito de Porto Trombetas,
municipio de Oriximing, Pard (1°21' S- 56° 22 W, atitude média de 180 m, 100 km a oeste
da confluéncia do rio Trombetas com o rio Amazonas) (Saloméo et al., 2007).

As operagbes da MRN em Porto Trombetas consistem na extracdo do minério,
beneficiamento, transporte ferroviario, secagem e embargque de navios. A capacidade inicia
de producdo da MRN foi de 3,35 milhdes de toneladas de bauxita anuais. O aumento da
demanda de mercado e a grande aceitacdo do minério produzido pela empresa nas refinarias
de todo o mundo favoreceram o aumento gradativo desta capacidade. Atuamente, a
capacidade de producdo instalada da empresa de é 18,1 milhdes de toneladas anuais
(Mineracdo Rio do Norte, 2010).

A Mineracdo Rio do Norte opera nas mnas Saraca, Almeidas e Avisos. Nestas, 0
minério encontra-se a uma profundidade média de 8 m, coberto por uma vegetacdo densa e
uma camada denominada de estéril composta de solo orgéanico, argila, bauxita nodular e
laterita ferruginosa. Para ser lavrada, faz-se necess&rio o decapeamento da bauxita, que
consiste na retirada da camada estéril. Esta operacdo se faz de forma seqiencial, em faixas
regulares, onde o estéril de cobertura escavado é depositado na faixa adjacente, na qual o
minério fora anteriormente lavrado. Nestas areas sa0 realizadas as revegetacOes sobre o estéril
de mineracéo.

Apdbs 0 decapeamento, a bauxita passa pelo processo de lavra, € 0 minério escavado é
transportado em caminhdes fora-de-estrada até as instalagbes de britagem Nesta etapa o
minerio € entdo reduzido a uma granulometria de no maximo 76,2 mm. O minério € entéo
transportado por correias para as instalagbes de lavagem, ciclonagem e filtragem. Ao fim
deste preocesso de beneficiamento aproximadamente 27% de massa solida resulta como
rejeito de bauxita, que € depositada nos reservatorios construidos em areas ja mineradas, no
platd Saraca (Mineracéo Rio do Norte, 2010). Com o preenchimento destes tanques fazse a
revegetacdo sobre o rejeito de mineracgéo.

Na Figura 1 apresenta-se esquema ilustrando como o processo de extracdo da bauxita
€ realizado com as diferentes etapas que levam a producéo dos substratos estéril e regjeito.
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Figura 1: Esquerda- Demostracéo do perfil bauxitico tipico encontrado na érea de mineragdo de bauxita em Porto Trombetas (1-“solo organico”
com espessura média de 0,5 m; 2—- argila amarelada que capeia a maioria dos perfis bauxiticos, constituida de caulinita (80%) e quartzo, com
espessura maxima no centro do platd, decrescendo para as suas margens, uma camada bauxitica com espessura media de 10 m, subdividindo-se
em trés subhorizontes sendo, 3- bauxita nodular, 4- laterita ferruginosa e 5-bauxita macica a granular; 6- argila variegada). Direita- Processo de
mineracdo, (A) Decapeamento que € a retirada da camada estéril composta pelas camadas de solo orgénico, argila, bauxita nodular e laterita
ferruginosa e (B) Beneficiamento que é a extragdo da bauxita com sua britagem e lavagem. Em A se produz o estéril de mineragdo e em B o
rejeito de mineracdo, onde sdo realizados os reflorestamentos.

Adaptado de http://www.mrn.com.br/index_1024.htm.
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A revegetacdo das parcelas implantadas sobre o substrato denominado de “estéril” foi
realizada para a maior parte dos anos pela mineradora utilizando-se de sementes disponiveis
nas areas de Floresta proximas as areas de mineracdo e as técnicas siviculturais sofreram
alteracdes na medida em que se observaram 0s resultados dos reflorestamentos implantados
nos anos anteriores. Dessa forma, tanto a identidade das espécies utilizadas a cada ano quanto
adensidade de plantio variaram ao longo destes 25 anos.

Denomina-se de “top soil” ou de “solo organico” a camada do solo entre 0 e 50 cm
gue é retirada apods a supressao da vegetacdo e atuamente devolvida, ra forma de aplicacéo
superficial, sobre o estéril de mineracdo antes da revegetacdo. Nos primeiros anos de
revegetacdo, entre 1981 e 1985, ndo se realizou a prética de deposicdo do “top soil” sobre as
areas revegetadas. Entre 1986 e o inicio dos anos 1990 essa camada de solo era retirada e
retornava aos talhfes de revegetacdo de forma incorporada, entretanto havia uma diluicéo
muito grande deste material, uma vez que essa camada era incorporada até a profundidade de
4 m. Como os resultados, com pratica, ndo foram satisfatérios a partir de 1992 essa
camada de solo denominada de “top soil” passou a ser distribuida superficialmente sobre o
substrado de revegetacdo, sem a incorporacdo. Dessa forma, as parcelas avaliadas aqui
apresentam histéricos de revegetacao distintos.

Em funcdo do tamanho da érea explorada pela mineradora um nimero diferenciado de
talhdes de reflorestamento com aproximadamente 60 ha sdo implantados anualmente. Dentro
de cada talhdo foram implantadas parcelas permanentes para o monitoramento dos
reflorestamentos com relacdo a composicéo floristica. Geramente o nimero de parcelas
permanentes implantadas anualmente é igual a dois, mas em aguns anos esse nimero foi
diferente. Para identificacdo destas parcelas ao longo dos anos utilizotse 0 ano em que se
realizou o reflorestamento e os sufixos 1; 2; A1, A2; A3 ou FP, como por exemplo, 1981A1.
Nos dltimos anos a mineradora tem padronizado a revegetacdo de dois talhfes, com a
implantagdo de duas parcelas permanente e adotada, para a identificacdo das parcelas
permanentes, 0 ano de revegetacdo acompanhado dos sufixosAl e A2.

As parcelas permanentes de onde foram coletadas as amostras de terra apresentam
dimensdes de 25 x 10 m. Para a coleta de amostras de terra, as parcelas foram percorridas em
Zig- zag e, em cada parcela amostrada, 20 amostras simples foram coletadas para compor uma
amostra composta. A profundidade de amostragem foi de 0 a 20 cm. No Laboratério de
Leguminosas Florestais do Centro Naciona de Pesguisa de Agrobiologia (Embrapa
Agrobiologia), as amostras foram secadas a temperatura ambiente e peneiradas para posterior
procedimento de andlise quimica conforme o Manual de Méodos de Andise de Solos da
Embrapa (1997).

Nesse trabalho, um nimero maximo de trés parcelas para cada ano foi amostrado. A
coleta foi realizada em 2007, de onde se obteve um total de 43 amostras de terra a partir de
parcel as revegetadas em 22 anos diferentes. A mineradora ndo realizou revegetacdo nesta area
de extracdo de bauxita nos anos de 1988, 1989, 1990, 1991. Dentre as 43 amostras, 40 foram
coletadas em parcelas implantadas em talhdes revegetados sobre substrado denominado de
“estéril”, duas amostras foram coletadas em parcelas implantadas sobre substrado
denominado de “rejeito de mineragdo” e uma amostra foi coletada em &rea de Floresta
Primaria (Floresta-1).

Para ambas as parcel as, implantadas sobre tanques de deposicéo de rejeito o plantio foi
realizado com a espécie Acacia mangium no ano de 1993. Para essas parcelas ndo se utilizou a
camada de “top soil”, sendo que em uma foi realizado o plantio sem a inoculacdo de rizébios
(Rejeito 1) e, em outra, com inoculacdo de uma mistura de diferentes rizobios (Regeito 2), no
momento do plantio.

Tanto as parcelas revegetadas sobre os tanques de deposicéo de rejeito quanto a érea
de Floresta Priméria foram incluidas com a finalidade de realizar comparacdes.
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2.2 - Avaliacdo da Diversidade de Rizobio

Para avaliar a presenca e a diversidade de isolados de bactérias simbiéticas fixadoras
de nitrogénio nas areas revegetadas com diferentes idades de revegetacdo foi implantado
experimento em condicdes de casa de vegetacdo utilizando suspensdo ch amostra de terra
coletada como inoculo. O experimento foi conduzido utilizando vasos esterilizados tipo
“Leonard”, contendo areia e vermiculita na proporcéo de 1:1 v/v, em delineamento de blocos
ao acaso, com trés repeticbes. Os tratamentos consistiram de inoculacdo de suspensdo da
amostra de terra de cada parcela em plantas iscas. Como plantas iscas foram utilizadas o
siratro (Macroptilium atropur pureum) e a mimosa da canga (Mimosa acutistipula).

As sementes foram tratadas com écido sulfurico (H>.SO4) concentrado por 10 min para
guebra de dorméncia e com perdxido de hidrogénio (H.02) 30% por 3 min para desinfestacéo
superficial, e estas foram germinadas em placas de Retri contendo papel filtro e algoddo
umedecidos. Trés plantulas de cada espécie foram transplantadas por vaso e cada planta foi
inoculada com 1 mL da suspensdo da amostra de terra em solugdo salina. A suspenséo foi
preparada utilizando 10 g de terra em 90 mL de solucgo de NaCl (0,145 M) sob agitacéo
orbital por 30 min. O experimento foi conduzido por 90 dias, onde as plantas receberam
aplicacdo de agua e solucdo nutritiva (Norris e T"Mannetje, 1964) de forma intercalada acada
15 dias. ApOs esse periodo as plantas foram coletadas e foi realizado o isolamento das
bactérias presente nos nédulos Para isso, os nddulos foram lavados em etanol (70%, v/v - 1
min), para quebrar a tensdo superficial, externamente desinfestados com peréxido de
hidrogénio (30% - 3 min) e lavados cinco vezes com agua destilada estéril. Os nédulos
desinfestados foram esmagados em placas de Petri contendo meio extrato de levedura,
manitol, agar (Y MA — Vincent, 1970) com vermelho congo como indicador. As placas de
Petri foram incubadas a 28°C durante 7 dias, sendo realizadas observagbes diérias. Colbnias
com caracteristicas tipicas de rizébios, sem ou com pouca absor¢do do indicador, foram
transferidas para placas de Petri contendo meio YMA com azul de bromotimol como
indicador. Procedeu-se a purificagdo dos isolados e armazenamento em meio (YMA) sdlido
coberto com éleo mineral.

Os isolados foram caracterizados com base na andlise de restricdo do gene que
codifica o RNA ribossomal amplificado (16S rDNA -ARDRA) (Laguerre et a., 1994) e pela
amplificacdo de regifes gendmicas flanqueadas por sequéncias repetitivas no DNA (BOX-
PCR) (Versalovic et al., 1994).

Para estas andlises o DNA foi extraido de cada isolado utilizando o método CTAB.
Inicialmente os isolados foram crescidos em meio liquido sob agitacdo orbital; apds o
crescimento, observado pela turbidez do meio, 1 mL foi coletado e centrifugado por 15 min a
8000 g; o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de solucéo
salina (NaCl 0,145 M) com agitacéo vigorosa em agitador tipo vortex por 1 min; novamente
centrifugado por 15 min a 8000 g o sobrenadante descartado o e precipitado ressuspendido
em 500 niL de tampdo CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI
pH8, sem adicdo de mercaptoetanol ou proteinase K). Apds a incubacéo a 65°C por 60 min,
500 L de fenol:cloroférmio:dcool isoamilico (25:24:1) foram adicionados e o materia
centrifugado por 10 min a 16100 g. O sobrenadante foi transferido para um novo tupo e 500
nL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) foram adicionados e o material centrifugado por
10 min a 16100 g O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 1 mL de isopropanol
foi adicionado. Apos incubacéo a -20°C durante uma noite o materia foi centrifugado por 30
min a 16100 g. O sobrenadante foi descartado por inversdo e o precipitado lavado com etanol.
Para isso, adicionouse 200 nL etanol 70% v/v, centrifugouse por 5 min a 16100 g e
descartou-se o sobrenadante. Adicionouse 200 L etanol absoluto, centrifugou-se por 5 min a
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16100 g e descartou-se 0 sobrenadante. O precipitado foi secado a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 m_ de TE (10 mM TrissHCI, 1 mM EDTA).

O gene 16S rDNA foi amplificado utilizando os iniciadores universais Y1 (5-
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3) e Y3 (5-
CTGACCCCACTTCAGCATTGTTCCAT-3) (Young et a., 1991). Nesta reacdo, com
volume final de 50 nlL, as condicdes de amplificacdo foram: Tampado 1X; dNTPs 200 niM de
cada; MgChk 3,0 mM; 0,25 mM de cada iniciador; 1,25 mL de Tween 2% e 1 U de DNA
polimerase (GoTAQ® Flexi DNA Polymerase - Promega). Foram utilizados 50 hg DNA como
molde. A reacdo foi realizada em termociclador marca Eppendorff® seguindo os passos: 95°C
por 2 min para desnaturac&o inicial; 30 ciclos de 93°C por 45 s para desnaturacdo; 62°C por
45 s para anelamento; 72°C por 2 min para extensao e 72°C por 5 min para extensao final.

Os produtos obtidos foram submetidos a clivagem com endonucleases Hinfl, Mspl e
Ddel. Cada reacéo foi redizada separadamente, sendo que as reacOes de restricdo foram
preparadas utilizando um volume final de 15 L. Utilizou-se 8 i do produto de PCR; 1,5 m_
do tamp&o (10X) especifico de cada enzima, 4 U da enzima e o volume foi completado com
agua ultrapura. A mistura foi incubada durante 240 min a 37°C e durante 15 min a 65°C. Os
fragmentos foram separados em gel de agarose (3%, p/v) por 150 min a85V.

Como a reacdo de BOX-PCR é redlizada utilizando apenas um iniciador, onde este
funciona como senso e antisenso fazse necessario padronizagdo das condic¢des de reagdo para
gue se obtenha resultados que apresentem nivel satisfatério de reprodutibilidade Para isso,
foram realizados alguns testes com a finalidade de compreender o comportamento da reacéo
nas condi¢des da Embrapa Agrobiologia. Estes testes objetivaram avaliar possiveis variagcdes
nos perfis de bandas quando h& alteracdo nas quantidades de DNA molde, preparacdo de
misturas para reacbes em momentos diferentes e quando se utilizam termocicladores
diferentes. Foram testadas duas quantidades de DNA (25 e 50 hg) e dois termocicladores
modelo MJ MiniTM 48 Well Gradient Thermal Cycler da marca BIO RAD, sendo que para
cada termociclador foi preparada uma nova mistura de reagentes e um segundo teste para
avaiar possiveis ateragdes nos perfis de bandas quando as misturas de reagentes foram
preparadas em momentos diferentes, utilizando dessa vez um nimero maior de isolados.

Apos os testes as reagdes de BOX-PCR, para comparacdo dos isolados, foram
realizadas segundo descrito em (Kaschuk et al., 2006) empregando 50 hg de DNA molde e o
iniciador BOXAILR (5- CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3) (Versalovic et al., 1994).
Nesta reacdo, com volume fina de 25 mi_, as condicdes de amplificacdo foram: Tampdo 1X;
dNTPs 300 nM de cada; MgCl 3,0 mM; 2,0 mM do iniciador; 0,625 L detween 20% e 1 U
de DNA polimerase (GoTAQ® Flexi DNA Polymerase - Promega). A reaco foi realizada em
termociclador marca Eppendorff® seguindo os passos. 94°C por 7 min para desnaturacdo
inicial; 34 ciclos de 94°C por 1 min para desnaturagéo; 53°C por 1 min para anelamento; 65°C
por 8 min para extensdo e 65°C por 15 min para extensdo final. Os fragmentos foram
separados em gel de agarose (1,5%, p/v) por 360 min a65V.

2.3 - Tratamento Estatistico dos Dados

Os valores obtidos nas analises quimicas de terra sdo expressos como meédia e desvio
padréo. Os perfis de bandas obtidos com os isolados de rizébios para as andlises de ARDRA e
BOX-PCR foram analisados pelo programa GelComparll (Applied Maths). Para isso, as
imagens dos géis foram importadas, os géis normaizados, as bandas assinaladas e,
posteriormente, dendrogramas de similaridade foram construidos utilizando o indice de
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similaridade de Jaccard para a construcdo da matriz de similaridade e o méodo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) para o agrupamento das amostras.

De posse dos dendrogramas de similaridade assinalouse, baseado na monofilia dos
agrupamentos, diferentes grupos de isolados. Estes grupos foram utilizados como unidades
taxondmicas operacionais (UTOs) para o calculo darigueza de UTOs, dos valores dos indices
de diversidade de Shannon-Wiener, de equitabilidade de Pielou e de dominancia de Simpson,
bem como, para andlise de rarefacdo para cada amostra de terra coletada.

O indice de Shannon-Wiener mede o grau de incerteza em prever a qual espécie
pertencera um individuo escolhido, ao acaso, de uma amostra com S espécies e N individuos.
Quanto menor o vaor do indice de ShannonWiener, menor o grau de incerteza e, portanto,
menor é a diversidade da amostra. O indice de equitabilidade de Pielou é um indice de
uniformidade, que se refere ao padréo de distribuicdo dos individuos entre as espécies. O
indice de Simpson é um indice de dominancia e reflete a probabilidade de dois individuos
escolhidos a0 acaso na comunidade pertencerem a mesma espécie. Quanto mais alto for,
maior a probabilidade de os individuos serem da mesma espécie, ou segja, maior a dominancia
e menor a diversidade.

A andlise de rarefacdo, redlizada no programa Estimates, versdo 8.0 (Colwell, 1997),
conforme Magurran (1987) permitiu a construcdo de curvas com a variacdo do indice de
Shannon em funcdo do nimero de isolados de cada area analisada. Neste caso, 0 programa
seleciona 0s isolados a0 acaso compondo amostras que possuem desde 1 até o nimero
maximo de isolados da érea, entdo para cada amostra € calculado um valor de Shannon
Wiener.
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1- Andlise Quimica das Amostrasde Terra

De maneira geral, foi observada grande variagdo nos resultados das andlises de solo
entre as diferentes amostras de terra (Tabela 1) e pbde-se observar que as areas amostradas
apresentam solo de baixa fertilidade quimica, algumas com elevados valores de aluminio. De
certo modo estes resultados ja eram esperados uma vez que essas areas estdo passando por
processo de revegetacdo, iniciado recentemente, com objetivo de alcancar a recuperagao.

Tabela 1. Caracteristicas quimicas das 40 amostras de terra coletadas nas parcelas
revegetadas sobre esté&ril de mineracdo; das duas amostras de terra coletadas em areas
revegetadas sobre os tanques de deposicdo de rejeito de mineragdo e de uma amostra de terra
coletada em area de Floresta Primaria no municipio de Porto Trombetas PA.

Parcela pI'-| Al CatMG F:a Mg P _3K C MO
em agua cmolc dm3 mg dm %

1981A1 5,2 1,3 0,7 0,4 0,3 4,7 60 2,85 4,91
1982A1 4,7 1,4 0,2 0,1 0,1 5,8 40 2,1 3,62
1982A2 4,8 1,1 04 0,2 0,2 2,1 39 0,66 1,14
1983A1 51 1,3 0,3 0,1 0,1 2,7 38 2,55 4.4
1983A2 5,2 0,4 1,7 1,3 04 2 58 1,92 3,31
1984A1 49 1 1,2 0,7 0,5 8,1 30 2,16 3,72
1984A2 49 1 15 1,1 04 18 45 2,43 4,19
1985A1 51 1 2,3 1,8 0,5 2,8 53 2,76 4,76
1985A2 4,7 1,5 0,5 0,3 0,3 6 51 2,43 4,19
1986A1 4,5 1,2 1,3 1 0,3 1,7 44 2,61 4,5
1986A2 4,7 1,1 1,6 0,9 0,7 5,2 36 2,82 4,86
1987A2 4,5 1,7 11 0,6 04 5 37 3,09 5,33
1992A1 4,9 0,6 2,3 1,7 0,7 5 42 2,04 3,52
1992A2 4.4 1,4 0,8 0,4 0,3 39 25 2,31 3,98
1993A1 4,5 1,3 1,1 0,7 0,4 3 44 2,25 3,88
1993A2 4,6 1,7 0,3 0,1 0,1 2,8 39 2,19 3,78
1994A1 4,4 1,6 0,5 0,3 0,3 3,8 35 2,31 3,98
1995A1 51 1,4 0,2 0,1 0,1 2,8 21 1,77 3,05
1995A2 4,5 1,6 0,3 0,2 0,2 4,6 38 2,31 3,98
1996A3 4,6 1,2 0,1 0 0 2,8 15 0,48 0,83
1996A13 4,7 1,4 0,1 0 0,1 31 19 1,65 2,84
1997A1 4,6 1,4 0,2 0,1 0,1 3,7 21 1,62 2,79
1997A2 4.4 1,3 0,1 0 0,1 4 16 1,32 2,28
1998A1 4,5 0,9 0,2 0,1 0,1 3,3 11 0,99 1,71
1998A2 4,5 1,1 0,2 0,1 0,1 2,8 9 1,02 1,76
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Continuacdo

Parcdla p!—l Al CatMG ;a Mg P _3K C MO
em agua c<molc dm?3 mg dm %

1999A1 4,7 0,9 0,2 0,1 0,1 4,4 12 1,05 1,81
1999A2 4.6 09 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 47 0,7 0,1 0,1 0 31 4 0,69 1,19
2001-1 44 14 0,2 0,1 0,1 55 24 2,19 3,78
2001A1 45 1 04 0,3 0,1 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 04 0,3 0,1 34 8 0,9 1,55
2002A2 4.8 0,7 0 0 0 31 3 0,72 1,24
2002-1 45 1,2 0,1 0,1 0 3.8 7 1,2 2,07
2003-2 4,6 1 0,1 0,1 0 34 4 0,99 1,71
2003-FP 4,7 09 0,5 04 0,1 3,7 8 1,5 2,59
2004-FP 4,9 0,6 1,8 1,4 04 4,2 18 2,1 3,62
2005-1 4.8 09 09 0,7 0,2 4,2 13 1,29 2,22
2006-1 4,6 1,2 0,2 0,2 0 8,3 9 1,32 2,28
Reeito 1 5,2 0,1 0 0 0 31 1 0,12 0,21
Rejeito 2 5,7 0 0,3 0,2 0,1 39 1 0,09 0,16
Floresta- 1 4 1,8 04 0,2 0,2 7,1 28 2,22 3,83

3.2 - Diversidade de Bactérias Fixador as de Nitrogénio Noduliferas em L eguminosas

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

Todos estes isolados foram obtidos de nédulos radiculares de siratro, uma vez que, ho
momento da coleta (90 dias apds plantio) ndo foi observado nodulacdo na espécie de mimosa
utilizada. Alguns trabalhos tém demonstrado que espécies pertencentes @ género Mimosa
apresentam especificidade por isolados de rizobio pertencentes a subdivisdo beta de
proteobacteria, notadamente isolados do género Burkholderia (Chen et al., 2005; Reis Junior
et a., 2010) e necessitam também da associacdo com fungos micorrizicos arbusculares para
gue ocorra a nodulacdo. A auséncia ou a baixa densidade de células de beta-rizobio nas areas
amostradas, bem como a auséncia de fungos micorrizicos arbusculares nos vasos tipo
“Leonard” utilizados nesse experimento, podem ser possiveis explicacdes para a auséncia de
nodulacdo em mimosa da canga. Por outro lado, a maior parte das plantas de siratro
apresentou nodulacdo, demonstrando que a densidade de células de rizébio presente no
inbculo utilizado foi suficiente para induzir a nodulacdo em plantas de siratro. De fato, essa
espécie tem sido utilizada em vérios estudos que objetivam acessar a diversidade de isolados
de nédulos em diferentes ecossistemas (Jesus et al., 2005a; Limaet al., 2009).
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Figura 2: Numero de isolados de nodulos de siratro obtidos para cada uma das parcelas revegetadas amostradas nas areas de mineragdo de
bauxita, nos diferentes anos (1981 a 2006), bem como para as parcelas revegetadas com o plantio de Acacia mangium (Rejeito 1 e Rgjeito 2) e
para a parcela sob Floresta. As colunas marcadas em cinza referemse as parcelas que tiveram os isolados selecionados para as analises
moleculares.
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Dentre os isolados capturados, 139 obtidos das parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2,
1988A1, 2004-FP, 2006-1, Rejeito 1 e Regjeito 2 e Floresta foram selecionados para a analise
da diversidade por genética. Como o numero de isolados obtido foi elevado, priorizouse os
isolados de amostras de terra coletadas em areas que foram revegetadas em anos que
representam o inicio, meio e final da cronossequéncia e os obtidos das amostras de terra
coletadas nas areas de plantio de Acacia mangium nos tanques de deposicéo de rejeito
(Rejeito 1 e Rejeito 2) e Floresta. Estes ultimos foram utilizados com a finalidade de realizar
comparag0es com as parcelas revegetadas em diferentes anos.

Dos 139 isolados inicialmente selecionados, dois ndo cresceram em meio de cultivo
apos o periodo de armazenamento em meio sOlido coberto com 6leo minera e foram
excluidos das andlises (1 de 2004-FP e 1 de P).

Nos géis preparados para verificagdo do produto de amplificagdo por PCR do gene
16S rDNA pbde-se observar um Unico fragmento de aproximadamente 1500 pb,
correspondente ao gene 16S rDNA. Para dois isolados da parcela N néo foi obtido produto de
PCR de qualidade suficiente para redlizar a restricdo do gene 16S rDNA, mesmo apés
purificacdo do produto de extracdo, e esses também foram excluidos da andlise de restricéo.
Assim, o produto de PCR foi obtido para os 135 isolados, o qual foi entdo digerido com as
endonucleases de restricdo Hinf |, Msp | e Dde |, que foram selecionadas em trabal hos prévios
como adequadas para separar os isolados de rizobio (Teixeira @ a., 2010). Na Figura 3
apresenta-se os perfis de restricdo obtidos, com as trés enzimas utilizadas no estudo, para 25
dos 139 isolados analisados. Com base nos perfis de restricdo os isolados foram agrupados em
um dendrograma de similaridade (Figura 4).
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Figura 3: Géis de agarose mostrando o produto ¢ restricdo do gene 16S rDNA com as
endonucleases de restricdo Hinfl (A), Mspl (B) e Ddel (C). 1- Marcador de peso molecular 1
kb plus ladder; 2-1solado 64-2; 3- Isolado 64-3; 4- Isolado 64-4; 5 Isolado 64-5; 6- Isolado
64-6; 7- Isolado 64-7; & Isolado 64-8; 9 Isolado 64-9; 10- Isolado 67-1; 11- Isolado 67-2;
12- Isolado 67-3; 13- Isolado 67-4; 14- Isolado 67-5; 15- Isolado 67-6; 16- Isolado 67-7; 17-
Isolado 67-8; 18- Isolado 73-1; 19- Isolado 73-2; 20- Isolado 73-3; 21- Isolado 73-4; 22-
Isolado 73-5; 23- Isolado 73-6; 24- Isolado 73-7; 25- Isolado 73-8; 26- Isolado 73-9 e 27-
Marcador de peso molecular 1 kb plus ladder. Os isolados 64-2; 64-3; 64-4; 64-5; 64-6; 64-7;
64-8 e 64-9 foram isolados a partir da amostra de terra coletada na parcela revegetada Rejeito
1; osisolados 67-1; 67-2; 67-3; 67-4; 67-5; 67-6; 67-7 e 67-8 foram isolados a partir da
amostra de terra coletada na parcela revegetada 1993A2 e os isolados 73-1; 73-2; 73-3; 73-4;
73-5; 73-6; 73-7; 73-8 e 73-9 foram isolados a partir da amostra de terra coletada na parcela
revegetada 1981A 1.

Com base nos agrupamentos visualizados no dendrograma os isolados foram
distribuidos em 25 diferentes grupos genotipicos (linhas mais espessas na Figura4, Tabela 2).
Para a definicdo dos grupos, foi considerada a caracteristica de monofilia dos diferentes
ramos. A abundancia de isolados de cada parcela em cada grupo genotipico foi utilizada para
determinagdo da riqueza de grupos e para o calculo de indices de diversidade, dominancia e
equitabilidade, possibilitando comparacfes entre as parcel as.
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Figura 4. Dendrograma de similaridade genética construido com o indice de Jaccard e
método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre os isolados
analisados pela restricao do gene que codificao RNA ribossomal 16S (ARDRA).
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Tabela 2: Distribuicdo do nimero de isolados nos diferentes grupos separados pela andlise de restricdo do gene 16S rDNA (ARDRA), para as
amostras de terra coletadas nas parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2004FP, 2006-1, Floresta-1, Rejeito 1 e Rejeito 2.

Pacda\Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 Riqueza*

1981A1 1 3 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
Rgeito 1 1 2 5 2 6 1 1 7
Reeito 2 1 1 4 1 9 2 1 1 8

* NUmero de grupos (Unidades taxondmicas Operacionais - UTOs) ocupados pelos isolados de cada parcela.
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A ARDRA foi inicidmente proposta como sendo ferramenta Gtil para rpida
identificacdo do posicionamento taxonémico de isolados de rizébio, por ser baseada na
restricdo de um gene que codifica para um RNA ribossomal, permitindo a separacéo em nivel
de género e, em aguns casos, em nivel de espécie, sendo utilizada com essa finalidade
principalmente em situagctes onde 0 sequenciamento do gene 16S ndo pode ser realizado
(Laguerreet a., 1994; Zilli et a., 2004; Germano et a., 2006; Teixeiraet a., 2010). Como 0s
isolados aqui avaliados se distribuiram em 25 grupos, que apresentaram similaridade
relativamente baixa (entre 30 e 60%), pode se inferir que diferentes espécies de bactérias
capazes de induzir a formacao de nddul os estejam presentes nestas areas.

A diversidade de isolados também foi avaliada por meio da amplificacdo com o
iniciador BOXAILR. Esta ferramenta molecular permite a avaliacdo de varias regides
gendmicas simultaneamente, identificando variabilidade intra-especifica

Na Figura 5 é apresentado o resultado do primeiro teste da reacéo de BOX. Péde-se
observar, além de perfis de bandas bastante complexos, boa reprodutibilidade destes para os
isolados analisados. Quando se comparam os perfis obtidos para cada isolado nas duas
guantidades de DNA testadas ndo se observou ateractes, e ndo foi observada diferenca para
as diferentes reaces com o isolado 03-2. Isso mostra que houve boa reprodutibilidade nas
condi¢Bes de trabalho no laboratério, entretanto, quando se compara os perfis de bandas
obtidos para os mesmos isolados oriundos de reacOes processadas em termocicladores
diferentes foi possivel observar ateractes significativas.

Anadisando a Figura 6 pode-se observar, através das primeiras seis amostras, a
variagdo nos perfis de bandas quando se realiza a reacdo em termocicladores distintos. Nota-
se comparando os perfis de bandas das demais amostras, onde muda a mistura, que houve
uma boa reprodutibilidade dos perfis. Neste teste, observou-se uma variagcdo apenas para o
isolado 107-2 que produziu menos bandas na reagdo com a mistura 2 (canadeta 17) quando
comparado com o perfil da mistura 1 (canaleta 10). Provavelmente, esse foi um problema
pontual, gue ocorreu com a reacdo da segunda mistura (canaleta 17), pois o perfil observado
para a amostra na 107-2 (canaleta 10) foi similar a0 observado nas reagOes anteriores
(canaleta 6). Estes resultados mostram que para obter 0 maximo de reprodutibilidade neste
tipo de ensaio deve-se, sempre gue possivel, preparar uma Unica mistura de reagentes para a
PCR para todos os isolados € que principalmente, deve-se utilizar 0 mesmo termociclador
pararealizacdo das andlises.
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Figura 5: Gel de agarose mostrando os perfis de bandas obtidos, pela técnica de BOX-PCR,
para trés isolados testando- se as reagdes com os isolados de rizobio com duas massas de DNA
molde em dois termocicladores. 1- Marcador de peso molecular 1 kb; 2- isolado 03-2 25 hg
termociclador 1; 3- isolado 03-2 50 hg termociclador 1; 4- isolado 03-2 25 hg termociclador
2; 5 isolado 03-2 50 hg termociclador 2; 6- isolado 03-6 25 hg termociclador 1; 7- isolado
03-6 50 hg termociclador 1; 8 isolado 03-6 25 hg termociclador 2; 9 isolado 03-6 50 hg
termociclador 2; 10- isolado 107-2 25 hg termociclador 1; 11- isolado 107-2 50 hg
termociclador 1; 12- isolado 107-2 25 hg termociclador 2; 13- isolado 107-2 50 hg
termociclador 2; 14- controle negativo termociclador 1; 15- controle negativo termociclador
2; 16- Marcador de peso molecular 1 kb; 17- repeticéo do isolado 03-2 25 h g termociclador 1,
18- repeticdo do isolado 03-2 50 hg termociclador 1; 19- repeticdo do isolado 03-2 25 hg
termociclador 2 e 20- repeticdo do isolado 03-2 50 hg termociclador 2. Os isolados 03-2; 03-6
e 107-2 foram isolados a partir da amostra de terra coletada na parcela 1981A1.
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Figura 6: Gel de agarose mostrando os perfis de bandas obtidos, pela técnica de BOX-PCR,
para sete isolados testando-se as reagbes em dois termocicladores e duas misturas de
reagentes. 1- Marcador de peso molecular 1 kb; 2- isolado 03-2 25 hg termociclador 1; 3-
isolado 03-2 25 h g termociclador 2; 4- isolado 03-6 25 hg termociclador 1; 5- isolado 03-6 25
hg termociclador 2; 6- isolado 107-2 25 hg termociclador 1; 8- isolado 107-2 25 hg
termociclador 2; 9 isolado 03-2 25 hg termociclador 1 mistura 1, 10- isolado 03-6 25 hg
termociclador 1 mistura 1; 11- isolado 23-4 25 hg termociclador 1 mistura1; 12- isolado 121-
8 25 hg termociclador 1 mistura 1, 13- isolado 128-8 25 hg termociclador 1 mistura 1, 14-
isolado 48-1 25 h g termociclador 1 mistura 1; 15- isolado 03-2 25 h g termociclador 1 mistura
2; 16- isolado 03-6 25 hg termociclador 1 mistura 2; 17- isolado 23-4 25 hg termociclador 1
mistura 2; 18- isolado 121-8 25 hg termociclador 1 mistura 2; 19- isolado 128-8 25 hg
termociclador 1 mistura 2; 20- isolado 48-1 25 hg termociclador 1 mistura 2; 21-controle
negativo termociclador 1; 22- controle negativo termociclador 2; 23- controle negativo
termociclador 1 mistura 1; 24- controle negativo termociclador 1 mistura 2 e 25- Marcador de
peso molecular 1 kb. Os isolados 03-2; 03-6 e 107-2 foram isolados a partir da amostra de
terra coletada na parcela 1981A1; os isolados 23-4; 48-1 e 128-8 foram isolados a partir da
amostra de terra coletada na parcela Rejeito 2 e o isolado 121-8 foi isolado a partir da amostra
de terra coletada na parcela Floresta- 1.
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Os perfis de bandas obtidos para os diferentes isolados pela técnica de BOX-PCR
foram analisados e o dendrograma de similaridade foi elaborado. De forma similar a ARDRA,
os isolados foram distribuidos em grupos genotipicos, com base na origem monofiletica dos
grupos, e estes foram utilizados para o calculo da riqueza de grupos (linhas mais espessas na
Figura 7, Tabela 3 e dos indices de diversidade referente a cada parcela revegetada aqui
analisada.

Os isolados foram distribuidos em 25 grupos pela ARDRA e em 40 grupos pela
andlise de BOX-PCR. Por ARDRA mesmo quando se combinou os dados das trés enzimas de
restri¢do, 56 isolados posicionados em diferentes grupos genéticos ainda apresentaram 100%
de similaridade, por outro lado, esse nimero foi de apenas 12 para a técnica de BOX-PCR.
Isso se deve a0 fato do gene 16S rDNA ser pequeno e apresentar regifes bastante
conservadas, engquanto que a técnica de BOX avalia diferentes regides que apresentam maior
variabilidade no genoma simultaneamente. Estes dados mostram que a técnica de BOX foi
mais discriminativa entre os isolados, evidenciando a aplicabilidade desta ferramenta para
separar isolados que sdo taxonomicamente préximos, corroborando o observado por outros
autores (Grange e Hungria, 2004; Alberton et al., 2006; Vargas et a., 2007; Stocco et al.,
2008).

Por ser uma técnica com elevado poder de discriminacdo, a mesma € mais Util em
estudos onde o objetivo € a comparacdo do nivel de diversidade entre diferentes sitios. No
presente estudo foram cal culados os indices de diversidade com os dados de ARDRA e BOX
e, observouse que os resultados foram bastante similares (Figura 8), contudo, a andlise de
rarefacdo (Figura 9) foi realizada somente com os dados da técnica de BOX, justamente por
ter discriminado um nimero mais elevado de isolados.

Entre as areas revegetadas, o nivel de diversidade avaliado pela riqueza de UTOs, pelo
indice de Shannon-Wiener e pela equitabilidade de Pielou foi mais elevado na area revegetada
a mais tempo (1981A1) e diminui com o tempo, sendo menor na area revegetada a menos
tempo (2006-1). A &rea revegetada 2006-1 apresentou o valor mais elevado para o indice de
Simpson e 0 menor para o indice de Pielou o0 gque revela dominancia de poucas espécies na
comunidade de isolados (Figura 8). As demais éreas apresentaram valores intermediarios,
sendo que a area revegetada em 2004 apresentou valor de riqueza por ARDRA e valores para
0s indices de ShannonWiener e Pielou mais elevados que o observado para as areas
revegetadas em 1993 e 1998 e val ores proximos aos observados para a &rea de 1985.

Um coeficiente de correlacéo de -0,88 foi obtido quando se relacionou o tempo de
revegetacdo a riqueza estimada pelo BOX-PCR, para as éreas revegetadas (1981, 1985, 1993,
1998, 2004 e 2006). Essa correlacdo evidencia o observado na Figura 8 que mostra o
decréscimo de diversidade a partir das areas revegetadas a mais tempo para as areas
revegetadas mais recentemente, revelando uma relacdo entre diversidade de isolados de
nédulos e o tempo de revegetacdo das areas antropizadas. Foi possivel, concluir que as
estratégias de revegetacdo utilizadas nessas areas tém proporcionado o estabelecimento de
comunidade de plantas capaz de sustentar o incremento de diversidade de isolados de nédulos
com o passar do tempo.

Mélloni et a. (2006) mencionam gue estudos de diversidade de grupos-chave de
microrgani smos em areas recuperadas sdo importantes, pois além de fornecerem indicativo do
efeito de diferentes méodos de reabilitacdo sobre a diversidade desses microrganismos
podem ainda prover o isolamento de estirpes eficientes com potenciais diversos.
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Figura 7: Dendrograma de similaridade genética construido com o indice de Jaccard e
método de agrupamento UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre os isolados
analisados pela técnica de BOX-PCR.
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Tabela 3: Distribuicéo do nimero de isolados nos diferentes grupos separados pela técnica de BOX-PCR, para as amostras de terra coletadas nas
parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2004FP, 2006-1, Floresta-1, Rejeito 1 e Rejeito 2.

Parcda\Grupo 1 2 345 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 Riqueza*

1981A1 11 1 1 2 1 2 11 1 1 3 1 4 1 1 1 17
1985A1 4 2 1 1 1 3 3 1 1 9
1993A2 1 1 5 2 1 2 1 7
1998A1 2 1 3 2 1 2 6
2004FP 12124 1 1 6
2006-1 1 2 2
Floresta-1 7 1 2
Rgeito 1 1 11 2 1 4 1 3 2 1 2 1 12
Reeito 2 1 111 1 1 1 1 2 2 1 1 1 211 1 17

* NUmero de grupos (Unidades taxonémicas Operacionais -UTOs) ocupados pel os isolados de cada parcela.
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Figura 8: Riqueza de grupos genotipicos, valores dos indices de dominancia de Simpson, de diversidade de Shannon-Wiener e de equitabilidade
de Pielou observados para o grupo de isolados de rizobio analisados pela restricdo do gene 16S rDNA (ARDRA) e pela técnica de BOX-PCR
para as amostras de terra coletadas nas parcel asrevegetadas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2004FP, 2006-1, Floresta-1, Rejeito 2 e Rejeito
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Comparando as areas revegetadas com a &rea sob Floresta (Floresta-1) e com as duas
areas que foram revegetadas com o plantio de Acacia mangium (Rejeito 1 e Rejeito 2) pode-se
observar que a area sob Floresta apresentou nivel de diversidade menor que as éreas
revegetadas, exceto para a &rea revegetada em 2006 e que as duas areas sob plantio de Acacia
mangium apresentaram nivel de diversidade similar ao observado para a area revegetada em
1981.

As areas revegetadas com o plantio de Acacia mangium foram recuperadas a 17 anos
(1993), nesse tempo as dteragdo ocasionadas pela cobertura da area com uma espécie da
familia das leguminosas possivelmente proporcionou a deposicao de material vegetal sobre o
solo que propiciou condicdes para o estabelecimento de comunidade diversa de isolados de
nodulos conforme encontrado nesse estudo. Maior diversidade de bactérias noduliferas de
leguminosas e fixadoras de nitrogénio (BNLFN) foi também encontrada em &reas revegetadas
com as leguminosas bracatinga e feijdo-guandu apds atividade de mineracéo (Melloni et al.,
2006).

A capacidade de espécies de leguminosas colonizarem ambientes degradados é
relatada na literatura (Franco e de Faria, 1997) e tem sido relacionada ndo somente ao fato
destas formarem associacdes simbi6ticas com bactérias fixadoras de nitrogénio incorporando-
0 a0 solo, mas também ao fato destas se associarem a fungos micorrizicos arbusculares. 1sso
favorece a nutricdo ce plantas e possibilita a captura mais eficiente de nutrientes. Como
resultado do incremento de nitrogénio na biomassa e absorcdo de nutrientes importantes,
como o fésforo, o plantio de leguminosas favorece a sucessao vegetal .

Baseado na andlise de rarefacdo pdde-se observar, exceto para a area revegetada em
2006, estabilizacdo dos valores do indice de Shannon-Wiener indicando que foi possivel fazer
estimativa acurada da diversidade de isolados de nédulos com o nimero de isolados obtidos.
Para a area revegetada em 2006 o numero de isolados obtidos foi baixo, o que comprometeu a
estimativa da diversidade, que poderia ser mais elevada caso o nimero de isolados fosse
maior, pois ndo foi possivel perceber estabilizacdo dos valores do indice de ShannorWiener
(Figura9).

Menor nivel de diversidade de isolados de nédulos em éreas sob Floresta quando
comparado com areas sob cultivo ou capoeira também foram encontrados por outros autores
(Jesus et al., 2005a; Lima et a., 2009; Melloni et al., 2006). No presente estudo o menor nivel
de diversidade na area sob Floresta foi confirmado pela andlise de rarefagdo (Figura 9).

Jesus et al. (2005a) avaliando o efeito do tipo de uso da terra sobre a diversidade de
isolados de nédulos capturados por siratro, observaram que a area sob cultivo de mandioca
apresentou maior riqueza e diversidade que as éreas sob Floresta e cultivo de pupunha, que
ndo diferiram entre si. Lima et al. (2009) também avaliando a comunidade de isolados de
nodulos de siratro em areas com diferentes tipos de uso na Horesta Amazoénica observaram
gue ariqueza de isolados de nédulos na &rea sob floresta primaria (PF) foi igual a 12, sendo o
valor mais baixo entre as areas analisadas. Os valores para as demais areas foram 46 para area
sob cultivo agricola (AG), 48 em Agrofloresta (AF), 24 para area identificada como floresta
secundaria velha (OSF), 28 em floresta secundaria nova (Y SF) e 29 em &rea de pasto (PA).

Os dados apresentados nesse trabalho corroboram os resultados obtidos por Melloni et
al. (2006) que observaram menor nivel de diversidade de isolados de ndédulos em areas recém
revegetadas, maior em areas recuperadas com o cultivo de leguminosas e que a revegetacao
incrementa a diversidade deste grupo chave de microrganismos.
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Figura 9: VariacOes dos valores do indice de diversidade de Shannon-Wiener em funcéo do nimero de isolados obtidos para as amostras de terra
coletadas nas parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2, 1998A1, 2004FP, 2006-1, Floresta-1, Rejeito 1 e Rejeito 2. Estes dados foram obtidos pela
andlise de rarefacéo a partir da distribuicéo dos isolados nos grupos pela técnica de BOX-PCR.
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4 - CONCLUSOES

Obteve-se isolados de nddulos de siratro de todas as parcelas avaliadas, exceto da
parcela Al revegetada em 1993, a qual ndo promoveu a hodulacdo da planta iscca.

Nenhuma amostra de terra tomada nas areas promoveu a nodulacdo de Mimosa
acutistipula.

O aumento do tempo de revegetacdo proporciona incremento na diversidade de

isolados de nodulos de siratro.
Areas revegetadas a mais tempo mostram maiores indices ecoldgicos de riqueza,

diversidade e equitabiliade de unidades taxondmicas operacionais.
A é@rea sob Floresta apresenta menor nivel de rigueza e diversidade que as areas

revegetadas, exceto quando comparada com a &rea revegetada a menos tempo (2006-1).
As éreas revegetadas a leguminosa Acacia mangium em 1993 apresentam riqueza e
diversidade, similares a area revegetada em 1981.
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CAPITULO II

DIVERSIDADE DE FUNGOSMICORRIZICOSARBUSCULARES EM AREAS COM
DIFERENTES IDADES DE REVEGETACAO APOSA MINERACAO DE BAUXITA
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RESUMO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo biotréficos obrigatérios que estabelecem
relacdo simbiotica de natureza mutualistica com a maioria das espécies de planta terrestres.
Nesta simbiose o fungo fornece principalmente agua e nutrientes as plantas e recebe
fotoassimilados. A diversidade de FMAs afeta a competicéo e composicéo floristica de uma
area. Flutuagcbes nas populagbes destes microrganismos pode acarretar flutuacbes nas
populacbes de plantas. Neste cenario, a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
apresenta significativa importancia para a manutencdo da funcionalidade de ecossistemas
naturais. Neste trabalho, avaliou-se por meio da identificacdo morfoldgica de esporos e por
meio de ARDRA e DGGE o perfil da comunidade de FMAs em &reas com diferentes idades
de revegetacd0. Neste levantamento 13 espécies de FMAs foram encontradas, sendo
observado predominio da espécie Glomus macrocarpum, tanto em relacdo a ocorréncia
guanto em relacdo ao nimero de esporos. N&o foi observado relagdo entre a diversidade de
FMASs e o tempo de revegetacdo das areas, muito embora tenha sido observada reducéo da
diversidade de FMAS nas areas revegetadas apds 0 ano de 2000. Foi possivel detectar FMAS
nas raizes através da PCR e por meio de ARDRA e DGGE, observou-se perfis de bandas
complexos. Os agrupamentos obtidos n&o apresentaram efeito do ano de revegetacdo. Como o
nivel de rigueza observado em cada parcelafoi baixo e ocorreu predominio de uma espécie de
FMA pbde-se concluir que estas &reas ainda apresentam elevado grau de perturbacdo da
comunidade de FMAs.

Paavras chave: PCR-RFLP, simbiose, sucessdo, levantamento.
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ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) are obligatory biotrophic establishing symbiotic
relationship of evolutionary nature with approximately 80% of terrestrial plant species. In this
symbiosis the fungi mainly supplies water and nutrients to plants and recelives
photoassimilates. The AMF diversity affects both competition and floristic composition of an
area. Population’s fluctuation of this group of microorganisms may cause plant populations
fluctuations above ground. In this context, arbuscular mycorrhizal fungi diversity has
significant importance for maintaining of the functionality in natural ecosystems. In this work
it was evaluated by morphological spores identification and both ARDRA and DGGE the
AMF community profile in areas with different ages of revegetation. In this work, 13
arbuscular mycorrhizal fungi specie were found have been observed dominance of Glomus
macrocarpum specie, as in relation to the occurrence as in relation to the spore numbers. It
not was observed relationship between arbuscular mycorrhizal fungi diversity and the
revegetation time in these areas, athough it has been observed decrease in arbuscular
mycorrhizal fungi diversity in the degraded areas revegeted after the year 2000. It was
possible to detect arbuscular mycorrhizal fungi in roots by PCR and it was observed complex
band profile by ARDRA and DGGE. The clusters obtained showed no effect of revegetation
time. As the richness level observed in each plot was low and there was predominance of one
specie of arbuscular mycorrhizal fungi might be concluded that these areas still present high
disturbance degree.

Keywords: PCR-RFLP, symbiosis, succession survey.
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1-INTRODUCAO

Fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sdo fungos do filo Glomeromycota,
abundantes e diversos em solos e ocorrem na maioria dos ecossistemas vegetais terrestres
(StUrmer e Siqueira, 2008; de Souza et al., 2008). Estes fungos sdo biotréficos obrigatérios e
estabelecem relacdes simbidticas mutuaisticas de natureza evolutiva com a maioria das
especies vegetais, agindo como uma extensdo do sistema radicular das plantas. Como
consequiéncia das hifas funcionarem como prolongamento do sistema radicular, a associacéo
micorrizica influencia a nutricdo de plantas por meio de dois mecanismos basicos de acao,
sendo a promocéo do incremento de superficie de absorcdo e o aumento do volume de solo
explorado pelo sistema radicular. Isto resulta em um incremento ra absorcdo de nutrientes,
especiamente dagueles que apresentam menor taxa de mobilidade no solo, como o fosforo,
ou no incremento da absorcdo de agua sob condicdes de estresse hidrico (Moreira e Siqueira,
2006). FMAs apresentam também efeito sinergistico sobre a fixacéo bioldgica de nitrogénio
(FBN) em algumas interacoes triplas (fungo-planta-bactéria), incrementando a fixacdo pelo
fato das leguminosas estarem mais bem nutridas quando em associagdo com FMAS ou quando
estes influenciam no processo de infeccdo radicular (Jesus et al., 2005b).

Os efeitos benéficos dos FMAS para diferentes espécies vegetais sdo relatados na
literatura tanto para culturas agricolas como a mandioca (de Souza et al., 1999) como para
espécies florestais cono trema, fedegoso, aroeirinha e pau ferro (Siqueira e Saggin-Janior,
2001; Santos, 2008). Mais recentemente o papel dos FMAS em ecossistemas complexos tem
sido estudado. Siqueira et al. (1998), Zangaro et al. (2003; 2005; 2007; 2008) e Pouyu-Rojas
et a. (2006) mostraram que existem diferencas no comportamento simbidtico, efeitos
diferenciados de FMAs sobre plantas pertencentes a diferentes grupos sucessionais € a
existéncia de especificidade funciona entre diferentes pares simbiontes, o que torna esse
grupo de fungos de extrema importancia para 0 mangjo e conservagdo de ecossistemas
complexos.

van der Hejden et a. (1998) e Santos (2008) conduziram experimentos onde
avaliaram o efeito do incremento de riqueza de FMASs sobre diferentes comunidades de
plantas. Os autores observaram que a diversidade e a produtividade do ecossistema aumentam
com incremento no ndmero de tédxons de fungos micorrizicos, permitindo os autores
concluirem que a presenca de fungos micorrizicos é requerida para manutencdo de nivel
basico de diversidade de plantas e que baixa diversidade do fungo pode ocasionar flutuacdes
na composi¢cao e estrutura das comunidades de plantas.

Com base nestes resultados esta sendo atribuida importancia adicional aos FMAS com
relacdo a capacidade de estabelecimento de diferentes espécies vegetais em crescimento
conjunto, principalmente em ambientes degradados. Evidenciando, dessa forma, que os FMAs
apresentam papel importante para o estabelecimento e manutencdo de comunidades vegetais
complexas.

A diversidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) em dado ecossistema pode
ser acessada, principamente, de duas formas. A primeira e, até o momento, a mais difundida,
€ por melo da identificacdo dos esporos produzidos por esses fungos com base em seus
caracteres morfoldgicos. Compilando os trabalhos publicados até aguele momento, de Souza
et a. (2008) citaram que os géneros Glomus, Acaulospora e Scutellospora sdo os que
apresentam 0s maiores nimeros de espécies descritas, com 107, 33 e 33, respectivamente, de
um total de 205.

Stirmer e Siqueira (2008) sumarizaram 0s estudos realizados no Brasil avaliando a
diversidade de FMAs por meio da identificacdo morfol 6gica de esporos e listaram espécies de
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FMAs das familias Acaulosporaceae, Glomeraceae, Gigasporaceae, Archeosporaceae e
Paraglomeraceae, como jatendo sido identificadas no Brasil.

Estes trabalhos revelam o esforco realizado para conhecer a diversidade de FMAs em
ecossistemas brasileiros, entretanto, em funcdo da diversidade de ecossistemas vegetais e de
plantas potencialmente hospedeiras aos FMAs presentes no territorio pode-se afirmar que
pouco se conhece da diversidade de espécies deste grupo de microrganismos em solos
brasileiros.

Alternativamente, essa diversidade pode ser acessada por meio da utilizacdo de
ferramentas de biologia molecular. O emprego de técnicas de biologia molecular nos estudos
de ecologia tem revolucionado as pesguisas nesta area. O isolamento e a caracterizacdo de
acidos nucléicos permitem a identificagdo, sem necessidade de cultivo, de microrganismos
diretamente do ambiente. Com isso é possivel caracterizar a diversidade genética e a estrutura
de comunidades de microrganismos gue ocorre no solo ou associada as plantas. Neste caso,
através da extracdo do DNA de amostra ambiental, que no caso de FMAS usase
principalmente raizes colonizadas, com posterior amplificacdo deste DNA utilizando
iniciadores desenvolvidos para amplificar o0 DNA desses fungos, pode se ter idéia da
diversidade deste grupo.

Alguns autores propuseram a utilizacdo de ferramentas de biologia molecular para
acessar a diversidade de FMAs por meio da identificacdo dos acidos nucléicos, sob a
justificativa de que a populacdo de esporos presentes no solo possa ter pouca relacéo com a
populacdo de FMASs colonizando as raizes. Neste caso, melhorias nestas técnicas podem
proporcionar identificacdo direta da populacdo de FMAs na planta (Husband et al., 2002a;b).

Para isso os fragmentos de DNA obtidos da comunidade de fungos colonizando as
raizes, sdo analisados por meio de técnicas como ARDRA (Andlise de restricdo do DNA
ribossomal amplificado), DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis — eletroforese em
gel com gradiente desnaturante), TGGE (Temperature Gradient Gel Electrophoresis —
detroforese em gd com gradiente de temperatura), ou T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism — polimorfismo de comprimento dos fragmentos terminais
de restricdo). Essas ferramentas podem fornecer uma comparacdo do nivel de diversidade
entre amostras distintas €/ou, aternativamente, os fragmentos podem ser individualizados
através do processo de clonagem. Apos a clonagem, duas estratégias podem ser utilizadas.
Primeiro, os fragmentos amplificados podem ser distribuidos em classes pelo padrdo de
restricdo  dos fragmentos individualizados (RFLP- Restriction Fragment Length
Polymorphism — polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restricdo) e
posteriormente, 0 sequenciamento fornecerd um discernimento da identidade dos clones.
Admitindo que as classes sgjam amplificadas e clonadas proporcionalmente, os nimeros
referentes a abundancia de clones em cada classe podem entdo ser utilizados como uma
estimativa da proporcao destes nas raizes.

Por outro lado, os clones podem ser diretamente seqlienciados fornecendo estimativa
da diversdade de FMAs nas amostras. O numero de clones seqlenciados pode ser
estabelecido pelos autores ou, de forma mais correta, estabelecido com base em curvas de
saturacdo de unidades taxondmicas operacionais (UTOs), plotando numero de clones
sequienciados contra o nimero de UTOs observadas.

Neste trabalho objetivou-se avaliar a diversidade de FMAS, utilizando a caracterizacdo
morfolbgica dos esporos obtidos a partir das amostras de terra, bem como, avaliar o perfil da
comunidade de FMAs colonizando raizes das espécies Visnia latifdia (Lacre Vermelho) e
Cecropia hololeuca (Embatiba) por meio das andlises de ARDRA e DGGE, em areas com
diferentes idades de revegetacdo apos a mineracao de bauxita
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2-MATERIAL E METODOS

2.1 - AreadeEstudo e Coleta

A area de estudo, bem como, as amostras de terra coletadas para a extracéo de esporos
foram as mesmeas utilizadas para o estudo de diversidade de isolados de nédulos, descrito no
Capitulo | (Itens 2.1 e 2.2). As amostras de terra, coletadas na profundidade de 0-20 cm, que
foram transportadas para o Laboratdrio de Leguminosas Florestais do Centro Nacional de
Pesquisa de Agrobiologia (Embrapa Agrobiologia), foram secadas a temperatura ambiente e
entdo utilizadas para a extracdo de esporos. Para coleta de raizes destinadas as analises
moleculares, plantas das espécies Visnia latifolia (Lacre Vermelho) e Cecropia hololeuca
(Embaliba) foram amostradas em cada parcela. As amostras de raizes foram cuidadosamerte
coletadas a fim de evitar contaminacdo com raizes de outras espécies vegetais. O solo aderido
asraizes foi eliminado e estas foram armazenadas em sacos plasticos fechados contendo silica
gel para desidratacdo. No laboratério de Leguminosas Florestais as raizes foram transferidas
para tubos plastico tipo “Falcon” contendo etanol 80% (v/v) e estes armazenados a 4°C até a
realizagcdo das andlises.

2.2 - Avaliacdo da Diversidade de FMAs por Meio de Caracteristicas Morfologicas dos
Esporos

Os esporos foram extraidos de amostras de 50 mL de terra, por meio de peneiramento
Umido (Gerdemann e Nicolson, 1963) e centrifugacdo em agua e sacarose 45% (Jenkins,
1964). Os esporos foram contados e agrupados conforme caracteristicas de tamanho e cor.

Posteriormente, representantes de cada grupo de esporos foram montados em |aminas
para microscopia onde se utilizou acool polivinil em lactoglicerol (PVLG) e PVLG mais
reagente de Melzer (1:1) como montantes.

A identificacdo das espécies de FMASs foi feita comparando a morfologia dos esporos
com as descricOes existentes em Schenck e Perez (1990) e no Site da International Culture
Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (http://invam.caf.wvu.edu).

2.3 - Avaliacdo da Diversidade de FM Aspor Meio de ARDRA e DGGE

Para aextracdo do DNA, as raizes foram retiradas do alcool 80%, secadas em estufa a
65°C e maceradas em nitrogénio liquido. A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit
comercial DNeasy Mini Plant Kit (marca Qiagen®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. De posse do produto de extracdo, sequéncias especificas do gene 18S do RNA
ribossomal (18S rDNA) dos FMAs foram amplificadas, em trés reacdes de PCR, e analisadas
meio de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) e de eletroforese em gel de
agarose apoés a restricéo com endonucleases (ARDRA).

Na primera reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores AML1 (5'-
ATCAACTTTCGATGGTAGGATAGA-3) e AML2 (5-
GAACCCAAACACTTTGGTTTCC-3) (Lee et d., 2008). O volume find da reacéo foi de
15 L, e as condicBes de amplificacdo foram: Tamp&o 1X; dNTPs 200 niM de cada;, MgCh
1,625 mM; 0,2 mM de cada iniciador; 0,14 g L de BSA (albumina bovina sérica); 0,78%
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viv de formamida e 1 U de DNA polimerase (GoTAq® Flexi DNA Polymerase - Promega).
Foi utilizado como DN A molde 2 m_ dadilui¢do 1:20 do produto de extracdo. A reacéo foi
redlizada em termociclador marca Eppendorff® sequindo os passos. 94°C por 3 min para
desnaturacéo inicial; 30 ciclos de 94°C por 45 s para desnaturacdo; 58,5°C por 1 min para
anelamento; 72°C por 55 s para extensao e 72°C por 5 min para extensdo final.

O produto de PCR foi verificado em gel de agarose 1% (p/v). Para as amostras que
apresentaram bandas visiveis foi realizada diluicdo de 1:1000 e para as amostras que néo
apresentaram bandas visiveis diluicdo 1:500.

Posteriormente, foi readlizada uma segunda reacdo com os iniciadores NS31 (5'-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3, Simon et a., 1992) contendo o grampo de GC
NS31GC (5-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCC-3', Kowachuk et a., 2002) e AM1 (5- GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3,
Helgason et a., 1998). Nesta reacdo, com volume final de 35 ni, as condi¢cdes de
amplificacdo foram: Tamp&do 1X; dNTPs 200 nM de cada; MgChk 25 mM; 0,2 nM de cada
iniciador; 0,135 ng L™ de BSA e 1 U de DNA polimerase (GoTAQ® Flexi DNA Polymerase
- Promega). Foi utilizado como DNA molde 2 nL dadiluicéo do produto da primeira PCR. A
reacéo foi realizada em termociclador marca Eppendorff® seguindo os passos:. 94°C por 3
min para desnaturacdo inicial; 34 ciclos de 94°C por 1 min para desnaturacéo; 60°C por 1 min
para anelamento; 72°C por 1 min para extensao e extensdo final a 72°C por 5 min.

Com o produto da segunda PCR procedeuse a andlise do perfil da comunidade de
FMA s presentes nas amostras de raizes por meio da técnica de DGGE. Os produtos obtidos
foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% p/v 37,5:1 acrilamida:bis-
acrilamida) com gradiente quimico desnaturante, composto por formamida e uréia, variando
de 30 a 45% (100% de desnaturante corresponde a 7M de uréa e 40% de formamida), em
TAE 0,5X a60°C sob voltagem constante de 75 V durante 15 horas. Os géis foram corados
com brometo de etidio e fotografados sob luz UV.

O DNA das amostras de raizes também foi analisados por meio da restricdo do gene
18S rDNA em gel de agarose (ARDRA). Para isso as amostras que produziram amplificacdo
com os iniciadores NS31GC-AM1, utilizados para o DGGE, foram amplificadas com os
iniciadores NS31 e AML 3,

Para a terceira reacéo de amplificacdo com os iniciadores NS31-AML3, com volume
final de 35 mL_, as condic¢des foram: Tamp&o 1X; dNTPs 200 nM de cada; MgCh 22 mM; 0,2
mVl de cada iniciador; 0,135 ng Lt de BSA e 0,75 U de DNA polimerase (GoTAQ® Flexi
DNA Polymerase - Promega). Utilizou-se como DNA molde, 2 nL da diluicdo do produto da
primeira PCR com os iniciadores AML1-AML2. A reacdo foi realizada em termociclador
marca Eppendorff® seguindo os passos. 94°C e 3 min para desnaturacéo inicial; 2 ciclos de
94°C por 1 min para desnaturacdo; 60°C por 1 min para anelamento; 72°C por 1 min para
extensdo; 28 ciclos de 94°C por 1 min para desnaturacdo; 58°C por 1 min para anelamento;
72°C e 1 min para extensfo e extensdo final a 72°C por 5 min. Posteriormente, o produto desta
PCR foi digerido com as endonucleases Hinfl, Tagl e Hgp2911, conforme recomendagdes do
fabricante e o produto da restricéo separado em gel de agarose 3% (p/v) por 180 min a 60V.

1 A sequénciado iniciador AML3 foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa coordenado pelo
pesquisador JPW Y oung da Universidade de Y ork e ainda néo foi publicada.
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2.4 - Tratamento Estatistico dos Dados

A freqliéncia de ocorréncia dos esporos de cada espécie de FMA identificada foi
utilizada para o calculo da riqueza de espécies, dos valores dos indices de dominancia de
Simpson, de diversidade de Shannon-Wiener e de equitabilidade de Pielou para cada amostra
de terra coletada.

Os perfis da comunidade de FMAs obtidos com os géis de DGGE e ARDRA foram
utilizados para a construcéo de dendrogramas de similaridade entre as amostras. Para isso, as
imagens dos géis foram utilizadas para normalizacdo das eletroforeses, as bandas assinaladas
e 0s dendrogramas de similaridade genética foram construidos utilizando o indice de
similaridade de Jaccard para a construcéo da matriz de similaridade e 0 método UPGMA para
0 agrupamento. Para essas andlises utilizou-se o programa Gel Compar |1 (Applied Maths).
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

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

Foi possivel recuperar esporos e identificar as espécies de FMAS presentes em 41 das
43 amostras de terra analisadas. Para as amostras de terra coletadas nas parcelas revegetadas
com Acacia mangium (Regjeito 1 e Rgeito 2) dentro dos tanques de rejeito, ndo foi observada
aocorréncia de esporos.

Caproni et al. (2005) avaliaram a ocorréncia e diversidade de esporos de FMAs em
areas de estéril revegetado com Acacia mangium, apés mineracdo de bauxita em Porto
Trombetas. Neste trabalho os autores identificaram um total de 18 espécies de FMAS
pertencentes aos géneros Glomus (7 espécies), Acaulospora (6 espécies), Scutellospora (2
espécies), Archeospora, Entrophospora e Gigaspora (1 espécie cada). Segundo estes autores
a ocorréncia das espécies de FMAs na forma de esporos pode ser influenciada pela
composicdo de espécies de plantas, por fatores ambientais e edéficos, bem como, pela
natureza da amostragem utilizada.

A auséncia de egoros nas parcelas implantadas dentro dos tanques de deposicdo de
rejeito revelam elevado grau de degradacao, superior ao observado nas parcelas implantadas
sob o substrato denomindo estéril estudado por Caproni et a. (2005). Como um nivel minimo
de diversidade de FMAs tem sido considerado de significativa importancia para a manutencéo
de diversdade de plantas em uma éarea (van der Heijden et a., 1998) estratégias que
aumentem a riqueza e o0 nimero de propagulos de FMAs nestas areas devem ser estudadas.

Treze espécies distintas de FMAs foram encontradas, sendo que seis pertencem ao
género Glomus, cinco ao género Acaulospora, uma ao género Scutellospora e uma ao género
Gigaspora (Tabela4 e Figura 10).

Caproni et a. (2003) readlizaram coletas nos periodos seco e chuvoso em areas
revegetadas em diferentes épocas apds a atividade de mineracdo de bauxita em Porto
Trombetas e encontraram 57 espécies de FMAS, pertencentes a seis géneros. O maior nimero
de espécies identificadas em todas as areas amostradas pertenceu ao género Glomus, sequido
peos géneros Acaulospora, Entrophospora, Scutellospora, Gigaspora e Archeospora,
representando respectivamente 49%, 19%, 12%, 11%, 7% e 2% do total das espécies
encontradas.
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Tabela 4: Ocorréncia, em relacdo ao numero total de amostras de terra analisadas, nUmero

total de esporos e percentagem de esporos para cada espécie e para cada género de FMA, em
relacéo ao total de esporos encontrados.

Espécies NUmero de parcelasque  NUmero total de  Percentagem de
houve ocorréncia esporos esporos

Glomus macrocarpum 41 18605 96,65
Glomus spl 7 66 0,34
Glomus fasciculatum 5 103 0,53
Glomus etunicatum 3 12 0,06
Glomus clarum 1 5 0,03
Glomus sp2 1 5 0,03
Género Glomus 41 18796 97,64
Acaulospora mellea 12 110 0,57
Acaulospora tuberculata 7 92 0,48
Acaulospora sp 4 26 0,14
Acaulospora foveata 2 13 0,07
Acaulospora scrobiculata 1 4 0,02
Género Acaulospora 20 245 1,28
Scutellospora scutata 12 184 0,96
Género Scutellospora 12 184 0,96
Gigaspora margarita 11 24 0,12
Género Gigaspora 11 24 0,12

Total Geral 19249 100
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Figura 10: Esporos de fungos micorrizicos arbusculares identificadas nas parcelas avaliadas.
(A) Sutellospora scutata; (B) Gigaspora margarita; (C) Acaulospora mellea; (D) Glomus
spl (esporocarpo); (E) Acaulospora sp.; (F) Glomus clarum; (G) Glomus macrocarpum; (H)
Acaulospora foveata; (1) Acaulospora tuberculata; (J) Glomus sp2; (K) Acaulospora
scrobiculata; (L) Glomus etunicatum e (M) Glomus fasciculatum.
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Objetivando avaliar o efeito da conversdo de florestas tropicais em areas de pastagens
sobre a comunidade de FMAs Picone (2000)? avaliou por meio da morfologia de esporos a
diversidade de FMAs em sitios da Nicaragua e Costa Rica. Neste trabalho considerando todas
as amostras, 28 morfo-especies distintas foram identificadas. Destas 12 foram classificadas
como pertencentes a familia Acaulosporacea, 11 a familia Glomaceae e cinco a familia
Gigasporaceae. Considerando todas as espécies recuperadas neste estudo, foi observada
maior abundancia da espécie designada como Glomus “ small brown” tanto nas areas de
floresta quanto nas areas de pasto.

Guadarrama e AlvarezSanchez (1999) avaliaram a abundéancia de esporos e o nimero
de espécies de FMAs em floresta tropical no México. Neste estudo os autores encontraram 16
morfo-espécies, sendo que 8 foram classificadas como Glomus, 3 como clerocystis, 3 como
Acaulospora e 2 como Gigaspora. Lovelock et al. (2003) avaliando a comunidade de FMAS
em areas de floresta tropica na Costa Rica, sob varios aspectos, encontraram 13 “grupos
taxondmicos’ de FMAs. Destes, sete foram classificados como pertencentes ao género
Acaulospora, com 96,8% dos esporos, dois ao género Scutellospora, trés ao género Glomus e
um ao género Gigaspora.

Led et al. (2009) estudaram o efeito do sistema de uso da terra sobre a ocorréncia e
diversidade de FMAs em amostras de solo de areas da regido Amazéonica brasileira. Neste
trabalho os autores utilizaram da estratégia de cultivo armadilha para a obtencéo dos esporos,
com 0 objetivo de obter esporos de melhor qualidade para a identificacdo dos caracteres
morfoldgicos. Foram montados vasos de cultivo utilizando ou as plantas Sorghum sudanense
(também denominado de sorgo Sudao, capim Sud&o e sorgo sudan) e Vigna unguiculata ou as
plantas Brachiaria decumbens e Neonotonia wightii (Neonotonia wightii € uma leguminosa
de origem Africana, utilizada em pastagens consorciadas conhecida como soja perene) e 0s
autores conseguiram recuperar 24 espécies de FMAs. Considerando os dois pares de plantas
armadilhas, foi observado que o nimero de espécies decrescia na seguinte ordem de género
Acaulospora, Glomus, Entrophospora, Gigaspora, Archeospora, Scutellospora e
Paraglomus. As espécies Acaulospora delicata, Acaulospora foveata, Entrophospora
colombiana e duas espécies de Glomus ndo descritas foram as mais abundantes e
freqlentemente recuperadas nas culturas armadilhas.

O predominio de espécies de FMAS pertencentes aos géneros Acaulospora e Glomus
observado nesse trabalho esta de acordo com o observado em outros trabalhos realizados em
diferentes ecossistemas. Entre as 205 espécies de FMAS descritas até o presente momento,
107 pertencem ao género Glomus, 33 ao género Acaulospora e 33 pertencem ao género
Scutellospora, 0 que pode explicar em parte essa maior abundancia das espécies destes
géneros nos estudos de avaliacdo da diversidade (de Souza et a., 2008). Este fato também
pode estar relacionado com as caracteristicas inerentes a estratégia de vida destas espécies.
Espécies destes géneros produzem esporos pequenos, de forma mais abundante e colonizam
abundantemente as raizes, enquanto espécies de Gigasporaceae, por exemplo, produzem
esporos maiores em menor quantidade, com colonizacdo menos intensa (de Souza et al.,
2005). Do ponto de vista evolutivo, isso ndo explica completamente a maior diversidade de
um género quando comparado com outro, mas uma maior facilidade de acessar os esporos no

2 Neste trabalho foi mantida a classificagdo taxonémica dos FMAs apresentada ros artigos
citados, mantendo o nome cientifico da espécie e designacdo utilizada para a unidade
taxondmica operacional, sga “espécie’, “morfo-espécie’, “morfo-tipo”, “grupos
taxonémicos’ ou “tipos fungicos’. Ver de Souza et a. (2008), Oehl et al. (2008) e Morton e
Msiska (2010) para uma atualizada classificagao taxonémica dos FMAS.
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solo pode ter influéncia sobre os resultados dos levantamentos de diversidade e sobre a
descricéo de espécies.

Dentre as 13 espécies identificadas neste trabalho observouse predominio bastante
elevado de Glomus macrocarpum tanto, avaliando a fregliéncia de ocorréncia desta espécie
nas diferentes amostras de terra, quanto em relacdo ao nimero total de esporos obtidos.
Glomus macrocarpum somente ndo foi encontrado apenas nas duas amostras de terra em que
nao se obteve esporos e 0 NUmero de esporos dessa espécie representou 96,65% dos esporos
encontrados (Tabela 4 e Figura 11). Scutellospora scutata, Acaulospora mellea e Gigaspora
margarita foram encontradas em aproximadamente 28% das amostras de terra, enquanto que
Glomus clarum, Glomus sp2 e Acaulospora scrobiculata foram as espécies mais raramente
encontradas, estando presente apenas em uma amostra cada.

Glomus macrocarpum foi a Unica espécie de FMA encontrada em oito das 43 amostras
de terra avaliadas e proporcionalmente 0 nimero de esporos desta espécie representou, pelo
menos 20% do total de esporos de cada amostra (Figura 11). Nos casos onde o percentua de
esporos de Glomus macrocar pum foi menor, observou-se gue nas parcelas 2004FP e 2006-1 o
niamero de esporos da espécie Acaulospora tuberculata correspondeu a 39 e 34%,
respectivamente, na parcela 2005-1 o nuimero de esporos de Scutellospora scutata
correspondeu a 80% e nas parcelas 2002-1 e 2002A1 o niumero de esporos da espécie
Acaulospora mellea correspondeu a 22 e 21%, respectivamente.

Carrenho et al. (2001) avaliando o efeito do monocultivo de milho por trés anos
consecutivos sobre a composicdo da comunidade de FMAs observou que Glomus
macrocarpum foi observada em 100, 90 e 60% das amostras, no primeiro, seqgundo e terceiro
ano, respectivamente. No estudo desenvolvido por Caproni et al. (2003) o predominio de
Glomus macrocar pum também foi observado nas amostras avaliadas. Neste caso a fregiiéncia
desta espécie foi de 93% tanto no periodo seco quanto no periodo chuvoso. Segundo os
autores as elevadas fregliéncia e densidade relativa observada para a espécie Glomus
macrocar pum, indicam ampla faixa de adaptacéo, ressaltando que é importante conhecer mais
detalhadamente a ecol ogia desta espécie, por apresentar potencial para 0 uso em programas de
recuperacdo de &reas degradadas nos tropicos.
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Figura 11: Distribuicéo percentual do nUmero de esporos para as 13 espécies de fungos micorrizicos arbusculares encontradas, em relagdo ao
nimero total de esporos de cada parcela amostrada, para as 40 amostras de terra coletadas nas parcelas revegetadas sobre estéril de mineracéo,

para as duas amostras de terra coletas em parcelas revegetadas sobre rejeito de mineracéo e para uma amostra de terra coletada em area de
Floresta primaria em Porto Trombetas
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Os resultados ndo permitem estabelecer seqliéncia ordenada com relacéo a dinamica
de ocorréncia de diferentes espécies de FMA em funcdo do tempo de revegetacdo, que
poderia ser utilizada para elucidar o padréo de sucessao de espécies na comunidade de FMAS.
Entretanto, embora a dominancia de esporos da espécie Glomus macrocarpum tenha sido
relativamente baixa nas parcelas 1983A1, 1985A1, 1998A1, observouse que a reducdo de
abundancia desta espécie foi acentuada nas amostras de terra coletadas nas areas revegetadas
a menos tempo (Figura 11), especialmente para as amostras dos anos 2002, 2004, 2005 e
2006.

O numero de esporos de cada espécie de FMA em cada ano foi utilizado para calcular
os indices de diversidade (Figuras 12 e 13). Foi observado que a rigueza de espécies variou
entre 0 e 6, sendo mais elevada na &rea de Floresta, na parcela 1982A2 (5 espécies em cada) e
1998A2 (6 espécies). Observourse que a maior parte das parcelas (36 das 43) avaiadas
apresentou baixo nivel de riqueza de FMAS, onde no maximo trés especies distintas foram
observadas. Em apenas sete parcelas o nimero de espécies de FMA foi igua ou maior que
guatro. Nao foi observada correlacdo entre o indice de Simpson e a riqueza de espécies de
FMAs. Né&o foi possivel observar variacéo relacionada ao tempo de revegetacdo pelos valores
de riqueza e do indice de Simpson.

Por outro lado os indices de ShannonWiener e Pielou revelaram diferencas entre as
amostras (Figura 13), provavelmente isso se deu pelo fato destes considerarem além da
riqueza a fregiéncia de cada espécie de FMA. Embora ndo tenha sido verificado elevado
valor de correlacdo entre os valores dos indices de Shannon-Wiener e Pielou e o tempo de
revegetacdo das parcelas, pdde-se observar reducdo dos valores destes indices para as éreas
revegetadas mais recentemente.
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Figura 12: (A) Rigueza de espécies e (B) valores do indice de dominancia de Simpson observados para a comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em 43 amostras de terra coletadas em parcelas revegetadas, ap0s a atividade de mineracdo de bauxita, sobre estéril de
mineracao, rejeito de mineracdo e em area de Floresta primaria em Porto Trombetas-PA.



Figura 13: (A) Vaores dos indices de diversidade de Shannon-Wiener e (B) de equitabiliade de Pielouvpara a comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) em 43 amostras de terra coletadas em parcelas revegetadas, apés a atividade de mineracédo de bauxita, sobre
estéril de mineracdo, rejeito de mineracéo e em area de Floresta priméria em Porto Trombetas-PA.
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Entre as 19 &reas que apresentaram os valores mais baixos para o indice de Shannont
Wiener (abaixo de 0,02) estéo a érea de Floresta e apenas as areas 1984A1, 1985A1, 1985A2,
1993A1 e 1998A1 que foram revegetadas antes de 2000. Nestas &reas 0 nimero de esporos
fol mais baixo que nas demais. Ja entre as 14 que apresentaram os valores mais elevados
(acima de 0,04) apenas a 2001A2 foi revegetada apds o ano de 2000.

Quando préticas de revegetacao sao implantadas em areas degradadas espera-se que
ocorra processo de colonizacdo do solo de forma que promova o estabelecimento de
ecossistema que sgja funcional e que se aproxime 0 maximo possivel do ecossistemaoriginal.
Dessa forma ao monitorar 0 sucesso destas préaticas, comparacdes sdo feitas com os resultados
obtidos em ecossistema ndo degradado. Com relacdo aos FMAS observa-se que éreas de
Floresta sem degradacéo apresentam elevados niveis de rigueza e equitabilidade entre as
espécies presentes, bem como, baixo potencia de indculo (Zangaro et a., 2000; Caproni et
a., 2003).

De maneira gera, estes resultados mostram gue as praticas de revegetacdo adotadas
nestas areas estdo proporcionando o estabelecimento de comunidade de FMAS no solo, o que
€ observado pela riqueza de espécies e nimero de esporos. Entretanto, estes dados mostram
gue as areas estudadas ainda apresentam elevado grau de perturbacdo, pois o nivel de riqueza
de FMAs e o nimero de esporos encontrados foram baixos, principamente nas areas
revegetadas recentemente, que pode ser reflexo de baixa cobertura vegetal, além disso,
observou-se predominio consideravel da espécie Glomus macrocarpum nas areas com maior
potencia de indculo.

3.2 - Avaliacdo da Diversidade de Fungos Micorrizicos Arbusculares pr ARDRA e
DGGE a Partir de Amostras de Raizes de Embaulba e Lacre Vermelho

Obteve-se produto de PCR para 17 e 32 amostras de raizes das espécies Embaliba e
Lacre vermelho, respectivamente. Pelo DGGE obsevou-se que o nimero de bandas variou
entre 2 e 5 para Embalba e entre 0 e 7 para o Lacre vermelho (Figura 14). Embora haja
limitagBes em se utilizar o nUmero de bandas no gel de DGGE con estimativa da riqueza de
FMAS, uma vez que existe variabilidade entre as diferentes copias do gene 18S rDNA de um
mesmo fungo e que sequéncias distintas podem apresentar 0 mesmo padréo de desnaturacao
migrando a mesma distancia no gel, alguns autores ainda adotam esse procedimento para
estimativa dariqueza (Zhang et al., 2009). Considerando gque cada banda no gel representa um
taxon de FMA pdde-se perceber maior variabilidade na rigueza entre as amostras na espécie
Lacre vermelho quando comparado com a Embatiba (Figura 14).

A variagdo no nivel de riqueza, avaiado pelo nimero de bandas, ndo foi relacionada
ao tempo de revegetacdo para nenhuma das espécies arboreas. Com base nos perfis de bandas
da comunidade de FMAS, observados nos géis de ARDRA e DGGE realizouse andlises de
agrupamento. Nas Figuras 15, 16 e 17 sdo apresentados os dendrogramas de similaridade,
onde os agrupamentos de amostras podem ser observados para as amostras de raizes de
Embalba e Lacre Vermelho, analisadas por ARDRA e DGGE, respectivamente.
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Figura 14: Numero de bandas visualizadas nos géis com gradiente de desnaturante (DGGE) para (A) Embauba e (B) Lacre vermelho para as
amostras de raizes coletadas nas parcel as revegetadas para as quais se obteve amplificacdo com os iniciadores NS31GC-AM1.
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Figura 15: Dendrogramas de similaridade genética da comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) construidos com o indice de Jaccard eo método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre as diferentes amostras de raizes de
Embalba avaliadas pela andlise de restricdo (A) ARDRA e pela eetroforese em gel com
gradiente desnaturante (B) DGGE do gene 18S rDNA.
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Figura 16: Dendrograma de similaridade genética da comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) construido com o indice de Jaccard e 0 método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre as diferentes amostras de raizes de
Lacre Vermelho avaliadas pela andlise de restricdo (ARDRA) do gene 18S rDNA.
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Figura 17: Dendrograma de similaridade genética da comunidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) construido com o indice de Jaccard e 0 método de agrupamento
UPGMA, mostrando os agrupamentos formados entre as diferentes amostras de raizes de
Lacre Vermelho avaliadas pela eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) do
gene 18SrDNA.
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Observouse que as ferramentas utilizadas foram capazes de discriminar as amostras e
estas produziram agrupamentos distintos. Pela andlise de ARDRA um baixo numero de
bandas foi observado para cada enzima, mas a combinacéo dos resultados de trés enzimas
possibilitou a distincdo da maior parte das amostras (Figuras 15A e 16).

Para a espécie Embatiba observou-se a formacdo de dois grupos (Figura 15A), sendo
gue o grupo 2 foi composto quase que exclusivamente por amostras coletadas nas areas
revegetadas apos 0 ano de 2000, a excessao para a amostra 1999A2b. Pelo DGGE (Figura
15B), observouse que as duas amostras de 2003-02; as duas amostras 2004-FP; 1999A2 e
2001A2; 2002A1 e 1986A1 e 1999A2 e 2001A1 apresentaram 100% de similaridade. Este
elevado nivel de similaridade pode significar efeito da espécie vegetal em selecionar seu
simbionte.

Grupos consistentes foram observados para as as amostras de Lacre vermelho (Figuras
16 e 17); entretanto, ndo foi observada relacdo com o ano de revegetacdo, nem para os dados
de ARDRA nem para os dados de DGGE.

Esses resultados mostram, assim como observado para a andlise baseada na ocorréncia
de esporos, gue a comunidade de FMAs pode estar sendo determinada por fatores distintos em
cada &rea analisada, dessa forma uma alteracdo progressiva de espécies ao longo dos anos,
gue caracterizaria uma sucessao na comunidade de FMAs, ndo pdde ser observada.

Para esse conjunto de dados os efeitos de variabilidade espacial da comunidade de
FMAs, bem como, o efeito de seetividade das plantas exercem influéncia sobre os
agrupamentos. Uma vez que essas parcelas estdo delimitadas dentro de talhdes maiores de
reflorestamento € possivel que a fonte de indculos de FMAs em cada uma delas sgja diferente.
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4 - CONCLUSOES

Em todas as parcel as analisadas foram encontradas 13 espécies de fungos micorrizicos
arbusculares com base na caracterizacdo morfol 6gica dos esporos.

A dominancia de Glomus macrocarpum entre as espécies encontradas foi muito
grande, sendo que 96,65% dos esporos encontrados pertenceram a essa especie.

Houve baixa riqueza de espécies na maioria das parcelas analisadas, sendo que em 36
das 43 parcelas ariqueza de espécies foi igua ou inferior atrés.

A diversidade de FMAs, avdiada pelo indice de Shannon foi menor nas areas
revegetadas a menos tempo, em especial nes revegetadas apds 0 ano de 2000.

N&o houve relacdo entre os agrupamentos observados pelas técnicas de ARDRA e
DGGE mesmo observando-se 0 DNA extraido da mesma espécie de planta.
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CAPITULO 111

COMPARAGCAO DE TECNICAS DE EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE
AMOSTRASDE RAIZESCOLETADAS NO CAMPO
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RESUMO

A obtencdo de um extrato de boa qualidade em procedimentos de extracdo de DNA é de
fundamental importancia para o desenvolvimento de qualquer estudo baseado na aplicacdo de
ferramentas de biologia molecular. Significativos avancos estdo sendo obtidos neste sentido,
entretanto a possibilidade da utilizacdo de um protocolo de extracdo como padréo para
diferentes ardlises se torna cada vez mais dificil. Como amostras ambientais apresentam
elevadas concentracdes de inibidores da reacdo de polimerase em cadeia (PCR), fazse
necessario a adocdo de protocolos que consigam eliminar polifendis, acidos humicos,
polissacarideos e proteinas do extrato. Avaliouse a aplicabilidade da adicdo de
polivinilpirrolidora (PVP), polivinilpolipirrolidorar (PVPP), Ditiotreitol (DTT) e carvéo
ativado (CA) ao tampdo de extracdo em procedimento de extracdo de DNA a partir de
amostras de raiz para amplificacdo de sequiiéncias de fungos micorrizicos arbusculares. Os
mel hores resultados foram obtidos com a adicéo de carvao ativado a amostra, embora a adi¢éo
de PVP, PVPP e uma etapa de purificacdo com acetato de potassio também tenha se mostrado
viavel. Entre os 26 protocolos avaliados pode se observar que cinco produziram extratos com

pureza entre 1,8 e 2,0 e dois produziram extratos para os quais foi possivel obter amplificacéo
em todas as PCRs realizadas.

Paavras chave: Isolamento de DNA, inibidores de PCR, polivinilpirrolidorg,
polivinilpolipirrolidore.
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ABSTRACT

The obtainment of an extract of high quality in procedures of DNA isolation is fundamental
for the development of any study based on the application of molecular biology tools.
Significant advances are being made in this direction however a standard isolation protocol
for different analysis becomes increasingly difficult. As environmental samples show high
levels of PCR inhibitors it is necessary use protocols that are able to eliminate polyphenols,
humic acids, polysaccharides and proteins in the extract. In this study, it was evaluated the
applicability of addition of PVP, PVPP, DTT and activated charcoa to the extraction buffer
on procedure of DNA isolation from root samples for arbuscular mycorrhizal fungi sequence
amplification The better results were obtained with activated charcoal addition to the sample,
although the addition of PVP, PVPP and a purification step with potassium acetate has also
been shown to be feasible. Among the 26 protocols evaluated, five had the ability to produce
extracts with purity level between 1.8 and 2.0 and in two protocols was possible to obtain
amplification in al PCRs performed.

Key-words: DNA isolation, PCR inhibitors, polyvinylpyrrolidone, polyvinylpolypyrrolidone.
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1-INTRODUCAO

Diferentes ferramentas de biologia molecular baseadas em reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) tém sido utilizadas para se acessar a diversidade de microrganismos diretamente
de amostras ambientais em estudos de ecologia microbiana. O acumulo de informacfes e
conhecimento gue essas ferramentas tém possibilitado gerar tem permitido um grande avango
no entendimento da diversidade microbiana, em diferentes ambientes como solo, planta e
agua. Entretanto, diferentes amostras ambientais impdem diferenciados obstacul os e a medida
gue informagdes se acumulam limitagoes sdo identificadas colocando novos desafios.

Apesar das diversas oportunidades de estudos nessa area algumas aplicaces ainda tém
sido retardadas significativamente devido a problemas com a extracdo de DNA das amostras
gque podem conter diferentes tipos de inibidores que retardam ou completamente evitam a
amplificacéo via PCR (Nazar et a., 2004).

A tilizacdo de protocolos convencionais para a extracdo do DNA geramente néo
permite a eliminagdo destes inibidores. Nestes casos, a extracdo de DNA resulta na co-
extracdo de contaminantes que apresentam propriedades de solubilidade similares as do DNA,
onde se observa a presenca de compostos quimicamente complexos como acidos himicos ou
metabdlicos secundérios tipo polifendis, taninos e polissacarideos. A presenca destes
contaminantes pode ser observada através do aspecto pegajoso, tipo cola, ou de alguma
coloragdo que estes conferem ao produto obtido. A presenca destes variados tipos de
contaminantes torna 0 DNA inacessivel por pipetagem, interferem na deteccdo e
quantificacdo do DNA, além de inibirem a atividade da DNA polimerase (Porebski et al.,
1997; Lakay et a., 2007).

Para se iniciar um estudo utilizando técnicas dependentes de PCR uma etapa de
significativa importancia e que esta diretamente relacionada com o sucesso na obtencéo dos
resultados, € a etapa de extragdo de DNA total da amostra. Para que uma amostra de DNA
possa ser amplificada por meio da PCR, um produto de qualidade precisa ser alcancado na
extracdo. Qualidade aqui é entendida como uma relacdo indissociavel entre pureza do produto
obtido e quantidade de DNA produzida na extragdo. Dessa forma constitui-se de grande
importancia delinear protocolos de extracdo de DNA adequados ao tipo de amostra ambiental
gue se andisara

Véarios procedimentos que permitem a extragdo de DNA compativel com técnicas
baseadas em PCR, bem como, vérias adaptactes a estes procedimentos com o objetivo de
solucionar problemas especificos tém sido reportados na literatura nos Ultimos anos. Alguns
procedimentos propdem a separacd0 das células alvos utilizando repetidas etapas de
centrifugacdo, como forma de separar as células da matriz da amostra ambiental
anteriormente a lise para a extracdo do DNA (Faegri et a., 1977). Outros autores propdem a
utilizacdo de diferentes tipos de preparo do material para a etapa de lise celular. Estas
variagdes incluem maceracdo em nitrogénio liquido, ruptura utilizando microondas, lise
enzimética ou a utilizacdo de “beads’ (grénulos de vidro) sob forte agitacdo (Volossiouk &
a., 1995; Miller et al., 1999; Orsini e Romano-Spica, 2001; Stach et al., 2001). Variacbes nos
métodos de purificagdo do DNA utilizando compostos quimicos, como CTAB (Brometo de
cetil trimetil aménio), SDS (Dodecil sulfato de sddio), PV PP (Polivinilpolipirrolidona), PVP
(Polivinilpirrolidona), DTT (Ditiotreitol) e/lou etapas como a centrifugacdo utilizando
gradiente de cloreto de césio ou a filtracdo utilizando resinas também tem sido utilizadas
(Jackson et al., 1997; Miller, 2001).

A utilizagdo destas modificagbes em muitos casos tem produzido efeitos satisfatorios,
especialmente, quando se trabalha com amostras contendo compostos recalcitrantes e
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amostras que foram secadas e armazenadas, no entanto, até o momento nenhum procedi mento
de extragcdo de DNA tem sido adequado o suficiente para ser generalizado como padréo
(Schneegurt et a., 2003), uma vez que a obtencdo de um produto de DNA de qualidade a
partir de diferentes tipos de amostras requer variadas estratégias de purificacdo. Além disso, a
maior parte dos protocolos desenvolvidos requer laboratérios com configuragdo sofisticada,
ou consome muito tempo. Dessa forma, a analise de um elevado nimero de amostras se torna
inviadvel ou pelo alto consumo de tempo ou pela elevada demanda de recursos para a aquisi ¢ao
de reagentes.

Recentemente, alguns autores tém acessado a diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em amostras de raizes colonizadas. Estes autores argumentam que dessa
forma acessam diretamente a comunidade mais intimamente associada a planta hospedeira e
podem acessar populagdes que ndo séo detectadas por meio da coleta de esporos (Clapp et .,
2002; Husband et al., 2002a; b; Scheublin et al., 2004). Para isso, tem sido feitaa extracdo do
DNA a partir das raizes e, posterior amplificacdo do DNA fdngico com iniciadores
especificos. Como neste caso, inevitavelmente, a quantidade de DNA alvo obtida € baixa e
ndo se pode discernir entre o0 DNA alvo do DNA da planta hospedeira, por uma simples
guantificacdo em espectrofotdmetro, um adequado protocolo de extracdo deve ser utilizado
para permitir satisfatoria amplificacdo do DNA alvo.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a qualidade, produtividade e pureza, do extrato de
DNA produzido utilizando diferentes protocolos de extracdo e amostras de raizes de Mucuna
pruriens coletadas 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 raizes de plantas da espécie Mucuna pruriens
crescendo no Sistema Integrado de Producéo Agroecolégica (SIPA) do Centro Nacional de
Pesquisa de Agrobiologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria, no Municipio de
Seropédica, RJ (Latitude 22°44'38”Sul e Longitude 43°42' 27" Oeste). Mucuna pruriens foi
escolhida por ser uma espécie que apresenta raizes de coloracdo escura o que foi utilizado
como um indicativo da presenca de polifendis. Algumas plantas da espécie foram coletadas
em uma area de plantio de maracujia em um Planossolo. As raizes finas foram separadas e
lavadas em égua corrente. Parte das raizes foi separada para avaliacéo da taxa de colonizacdo
micorrizica e outra parte foi armazenada a -20°C para ser utilizada na extracéo de DNA.

A taxa de colonizacdo foi estimada em placa quadriculada sequindo a metodologia de
Giovannetti e Mosse (1980) apoOs coloracdo conforme Phillips e Haymann (1970). Para
avaliacdo dos diferentes protocolos de extracdo de DNA, a amostra de raiz que foi
armazenada a -20°C foi macerada em nitrogénio liquido utilizando gral e pidtilo.
Posteriormente, o tecido macerado foi distribuido em tubos com capacidade de 1,5 mL,
colocando-se 50 mg por tubo.

2.2 - Procedimento de Extracéo do DNA

Foram avaliados 28 protocolos de extracdo de DNA que diferiram principalmente
guanto a composicado do tampdo de extracdo utilizado, tempo de incubacdo para lise celular e
guanto a utilizacdo de compostos para favorecer a producdo de um extrato mais limpo.

Diferentes combinacfes entre reagentes foram utilizadas para compor os tampdes de
extracéo. Estes foram preparados utilizando tampao Tris-HCI,
[Tris(hidroximetil)aminometano] e &cido cloridrico e tem a capacidade de absorver jons H' e
OH" mantendo a solucdo tamponada; EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético que tem a
capacidade de qudar ions metdlicos formando conmplexos muito estavels; CTAB (Brometo
de cetil trimetil ambnio que age cono surfactante caracterizado por alterar as propriedades
interfaciais de um liquido, podendo ser aplicado, com efeito de detergéncia, emulsificacéo,
espumante e solubilizante); PVP e PVPP (Polivinilpirrolidora e Polivinilpolipirrolidora séo
produtos da polimerizacdo da vinilpirrolidora que proporcionam reducdo de polifendis
causando a descoloracéo oxidativa); DTT (Ditiotreitol € um agente redutor com baixo
potencial redox que é usado principalmente para proteger grupos SH livres da oxidacéo
durante o isolamento de proteinas ou de outros processos bioquimicos). Utilizouse também
acetato de potassio (K) para promover uma reducéo de proteinas e polissacarideos como
resultado da formacdo de complexos estaveis e carvao ativado (CA) a fim de evitar a
solubilizacdo dos polissacarideos, polifendis e de compostos resinosos e coloridos que
poderiam permanecer no extrato de DNA.

Abaixo seque descricéo dos protocol os utilizados:

Etapa 1. Macerar o tecido radicular em nitrogénio liquido até obtencéo de um po fino;
Etapa 2: Pesar 50 mq de tecido em tubo com capacidade de 1,5 mL;

Etapa 3: Adicionar 10 mg de carvao ativado em p6 (CA); - Etapatestada

Etapa 4: Adicionar 500 m_ do tampéo de extracéo; - Etapatestada
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Tampéo TE: Mistura contendo 20% (10 mM de Tris-HCI pH 8, 1 mM de EDTA pH 8) 80%
(10 mM de TrissHCl pH 8, 0,1 mM de EDTA pH 8),

Tampao TE — PV PP; Tampao Tampao TE descrito acima com 2% de PVPP,

Tampéo TE —PV P: Tampao Tampéo TE com 2% de PVP,

CTAB: 2% de CTAB, 1,4 M de NaCl, 20 mM de EDTA, 100 mM Tde ris-HCI pHS8, 1% v/v
de R-mercaptoetanol*,

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

CTAB-PVP: Tampao CTAB descrito acima com 2% PV P,

CTAB-PVPP-DTT: Tampao CTAB descrito acimacom 2% PVPP, 2% DTT,
CTAB-DTT-PVP: Tampao CTAB descrito acimacom 2% DTT, 2% PVP

CTAB-DTT: Tampao CTAB descrito acimacom 2% DTT,

CTAB-DTT-PVPP: Tamp&o CTAB descrito acimacom 2% DTT, 2% PVPP,

Etapa5: Adicionar 5 L de proteinase K (20 mg mL™);

Etapa 6: Incubar os tubos contendo tampdo CTAB por 1 hora a 65°C sob agitacdo constante,
Etapa 6: Incubar os tubos contendo tampdo Tamp&o TE por 10 min a 100°C sob agitacéo
constante;

Etapa 7: Adicionar 250 mL_ 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 novo tubo;

Etapa 11: Adicionar 500 nL de fenol:cloroférmio:acool isoamilico (25:24:1)

Etapa 12: Agitar levemente por inversdo 10 vezes.

Etapa 13: Centrifugar a 16100 g por 10 min a4°C;

Etapa 14: Transferir o obrenadante para um novo tubo evitando a interface e adicionar 500
nL de cloroférmio:acool 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 novo tubo evitando 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 a4°C;

Etapa 20: Descartar 0 sobrenadante retendo o precipitado;

Etapa 21: Adicionar 150 L de etanol 70% v/v e centrifugar a 16100 g por 5 min a 4°C;

Etapa 22: Descartar 0 sobrenadante e secar 0s tubos a temperatura ambiente;

Etapa 23: Solubilizar o precipitado em 50 nL de TrisHCIFEDTA (10 mM de TrisHCI - 1
mM de EDTA) g,

Etapa 24: Armazenar os tubos a -20°C.

Além dos diferentes protocolos de extracdo citados acima a extracdo também foi
realizada com o kit comercial Dneasy Mini Plant Kit (marca Qiagen). Na extracdo com o kit
segui-se as recomendacOes do fabricante e o DNA foi eluido em 100 miL do tampéo de
eluicdo disponivel no kit. Foram utilizadas seis repeticdes por tratamento.

% Os reagentes CTAB; PVP; PVPP e DTT foram adicionados aos tampdes de extracio em po
na concentracdo de 2%, sendo 2 g do reagente em 100 mL do tampéo.
4 O R-mercaptoetanol foi adicionado ao tampa CTAB no momento da extraco.
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2.3 - Avaliacdo da Qualidade do Extrato de DNA Obtido

O produto de extracéo foi avaliado por meio da leitura em espectrofotdmetro tipo
NanoDrop (Thermo Scientific) para verificacdo da concentracdo de DNA em hg mL! ea
razdo entre os valores de absorbancia a 260 e 280 nm, como estimativa da pureza do extrato
obtido. A qualidade do produto de extracado foi avaliada através da observacdo do produto em
gel de agarose (1% p/v) e por meio da realizacdo de reacfes de PCR com diferentes pares de
iniciadores.

Para a reacdo com os iniciadores universais para bactérias foram utilizados os
iniciadores 968f-GC (5’AACGCGAAGAACCTTAC3) contendo um grampo GC
(5 CGCCCCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGET) e o iniciador 1401
(5 GCGTGTGTACAAGACCC-3), especificos para a regido 16S do rDNA entre os
nucleotideos 968 e 1401 correspondente a regido variavel V6 — V8 (Gelsomino et al., 1999).
Com volume final de 20 L as condic¢des de amplificacdo foram: Tamp&o 1X; dNTPs 200 niv
de cada; MgCh 1,5 mM; 0,2 mM de cada iniciador; 0,135 ng ni* de BSA (albumina sérica
bovina); 0,4 L de Tween 2% e 1,4 U de DNA polimerase (GoTAg® Flexi DNA Polymerase
— Promega). Como DNA molde utilizou-se 1 L. de uma diluicdo 1:20 do produto de extracao.
A reacdo foi readlizada em termociclador marca Eppendorff sequindo os passos. 95°C por 3
min para desnaturacado inicia; 34 ciclos de 93°C por 1 min para desnaturacao; 55°C por 1 min
para anelamento; 72°C por 2 min para extensao e 72°C por 5 min para extensgo final.

Foram utilizados os iniciadores NS1 (5-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) e N4
(5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3) (White et a., 1990) desenvolvidos para amplificar
DNA de fungos. Para a reacd de PCR com volume fina de 15 niL as condigdes de
amplificacdo foram: Tampado 1X; dNTPs 200 nM de cada; MgChk 2,5 mM; 0,5 nM de cada
iniciador; 0,18 ngy mL! de BSA; 0,75% v/v de formamida e 0,75 U de DNA polimerase
(GoTAQP Flexi DNA Polymerase — Promega). Como DNA molde utilizouse 2 ni. de uma
diluicdo 1:20 do produto de extracdo. A reacdo foi realizada em termociclador marca
Eppendorff sequindo os passos: 95°C por 3 min para desnaturacéo inicial; 34 ciclos de 95°C
por 30 s para desnaturacdo; 51°C por 30 s para anelamento; 72°C por 2 min para extensao e
72°C por 10 min para extensao final.

Para a reacdo de Nested-PCR utilizouse iniciadores desenhados para fungos e
iniciadores desenhados para fungos micorrizicos arbusculares. Sendo que as condicdes das
reacoes de amplificacdo com os iniciadores NS31GC-AM1 e NS31-AM1 (NS31- 5-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3, Simon et al., 1992); (NS31GC-5'-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGTTGGAGGGCAAGTCT
GGTGCC-3', Kowalchuk et al., 2002); (AM1- 5-GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3,
Helgason et al., 1998) com volume final de 20 niL foram: Tampdo 1X; dNTPs 200 nM de
cada; MgCh 2,5 mM; 0,2 nM de cada iniciador; 0,135 ng mL! de BSA e 0,5 U de DNA
polimerase (GoTAQP Flexi DNA Polymerase — Promega). Como DNA molde utilizouse 3
nmL de uma diluicdo 1:100 do produto da reacdo com os iniciadores NS1-N$4. A reacdo foi
realizada em termociclador marca Eppendorff seguindo os passos. 94°C por 3 min para
desnaturacédo inicia; 34 ciclos de 94°C por 1 min para desnaturacéo; 59°C por 1 min para
anelamento; 72°C por 2 min para extensdo e 72°C por 5 min para extensdo final.

Os produtos das reacdes de PCR foram verificados em gel de agarose (1% p/v ) apés
coloragdo com brometo de etidio.

64



2.4 - Tratamento Estatistico dos Dados
Os valores obtidos nas leituras em espectrofotémetro foram submetidos a analise de

variancia considerando delineamento inteiramente casualizado com seis repeticoes utilizando
0 teste Scott-Knott com nivel de significancia de 5% para comparac&o das médias.
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

Foi possivel observar estruturas fungicas na amostra de raiz utilizada e a taxa de
colonizagdo micorrizica foi estimada em 23%. A concentracdo de DNA obtida por meio de
leitura em espectrofotdmetro variou entre 4,71 e 664,89 hg L para os protocolos TE-CA-K
e CTAB-PVP-CA, respectivamente. Houve diferenca significativa entre os protocolos tanto
para concentracdo quanto para pureza (Tabela 5). Os protocolos CTAB-PVP, CTAB-PVP-
CA, CTAB-DTT e CTAB-PVPP-DTT foram 0s que proporcionaram a maior extracéo de
DNA, enquanto que, os protocolos TE-CA-K, TE-CA-PVPP-K, TE-CA, TE-CA-PVPP, TE-
PVP- Kle TE-CA-PVP-K produziram extratos onde a concentracdo de DNA foi inferior a 50
hgmi™-.

Para a redizacdo de técnicas como o RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism— polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restri¢éo) € importante que
o protocolo de extracdo de DNA utilizado sgja capaz de obter elevada quantidade de DNA
sem que ocorra excesso de fragmentacdo do genoma. Tanto o0 excesso de fragmentagéo,
guanto a quantidade insuficiente de DNA pode interferir no padréo de bandeamento
observado no gel. Neste caso, a extracdo de DNA representa uma etapa com significante
consumo de tempo significativo em andlises de populactes (Stein et al., 2001). Por outro lado,
por ndo ser uma ferramenta dependente de PCR, o extrato utilizado pode ser de pureza mais
baixa, embora ndo sga o ideal. De uma manera gera, nos protocolos que foi utilizado o
detergente CTAB no tampéo de extragéo proporcionaram elevadas quantidades de DNA (33
ny para o protocolo CTAB-PVP-CA), sendo estas superiores as quantidades proporcionadas
pelos protocolos que foi utilizado apenas TrisHCI-EDTA no tampéo de extracao.

66



Tabela 5: Concentracéo e pureza dos diferentes produtos de extracdo de DNA de raizes de
Mucuna pruriensobtidos a partir da extragdo com os diferentes protocol os comparados.

Protocolos Concentrac;éo_(ile DNA Razéo de absorbanciaa

hgmiL 260/280 nm
CTAB 447,26 b 1,65 c
CTAB PVPP 316,62 b 1,75 b
CTABDTT 636,27 3 1,57 c
CTAB PVP 530,54 3 1,59 c
CTAB CA 365,45 b 1,80 b
CTAB CA PVPP 453,01 b 1,68 C
CTAB PVPCA 664,89 a 1,64 (o
CTABDTT CA 276,42 C 1,68 c
CTAB PVPPDTT 592,64 3 1,62 c
CTAB DTT PVP 363,44 b 1,61 C
CTABDTT CA PVP 416,23 b 1,54 d
CTAB DTT PVPP CA 312,97 o 1,69 c
CTABPVPCAK 265,05 C 1,86 b
CTAB DTT PVPK 290,22 o 1,55 d
CTAB PVPPCA K 262,99 o 1,92 a
CTABDTT PVPPK 307,98 C 1,64 (o
CTABDTT PVPCAK 250,81 C 1,64 C
TECA 13,64 € 1,74 b
TE PVPP 201,85 d 1,70 c
TEPVP 58,96 € 1,51 d
TE CA PVP 75,84 € 1,83 b
TE CA PVPP 17,47 € 2,02 a
TECAK 4,71 € 1,46 €
TEPVPK 24,88 € 1,68 c
TEPVPPK 192,04 d 1,79 b
TE CAPVPPK 8,18 € 1,41 €
TECAPVPK 46,93 € 1,78 b
Kit Qiagen 80,56 € 1,64 c

CV=45% CV=4,9%

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre s pelo teste Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. CTAB- Brometo de cetil trimetii amoénio; PVPP -
Polivinilpolipirrolidona; DTT- Ditiotreitol; PVP- Polivinilpirrolidona; CA- Carvéao ativado;
K- Acetato de potéssio; TE- TrisHCFEDTA, Tris- [Tris(hidroximetil)aminometano]; HCk
Acido cloridrico; EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético; Kit Qiagen Dneasy Mini Plant
Kit.

Um bom protocolo de extracdo de DNA deve proporcionar, aém da extracdo de
guantidade suficiente de DNA, um produto que tenha pureza adequada para permitir a
atividade da enzima DNA polimerase nas reages de PCR. Um produto de extragcdo de
gualidade deve apresentar um valor entre 1,8 e 2,0 para a razéo entre as leituras de
absorbancia a 260 e 280 nm, sendo que valores abaixo de 1,8 podem indicar contaminacéo
por proteinas e acima de 2,0 podem indicar contaminacéo por solventes.

Cinco dos protocolos avaliados produziram extratos com pureza entre 1,8 e 2,0 (TE-
CA-PVP, TE-CA-PVPP, CTAB-PVP-CA-K, CTAB-PVPP-CA-K e CTAB-CA) e outros
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cinco produziram extratos com pureza acimade 1,7 (TE-CA-PVP-K, TE-PVPP, TE-PVPP-K,
TE-CA e CTAB-PVPP), evidenciando a viabilidade de se usar os diferentes compostos
guimicos para incrementar a pureza do extrato obtido. Observouse efeito diferenciado dos
reagentes quimicos em promover incremento de pureza. Entre os cinco protocolos que
apresentaram pureza entre 1,8 e 2,0 em dois utilizou-se PVP em outros dois PV PP e nos cinco
usou-se carvao ativado (CA). Considerando os 10 protocolos citados acima, em sete se
utilizou carvéo ativado (CA), mostrando o potencial desse composto em promover a pureza
do extrato de DNA. Krizman et al. (2006) e Sathyanarayana et al. (2008) utilizaram o método
CTAB modificado pela adicéo de carvao ativado para extracdo de DNA de tecidos maduros
de plantas contendo Oleos essenciais e polifendis e para a extracdo de DNA de plantas de
mucuna. No presente trabalho, a simples adi¢cao de carvéo ativado (CA) ao tampdo CTAB,
embora tenha reduzido o rendimento de DNA de 447,26 para 365,45 hg m_™ promoveu uma
alteracdo significativa na pureza que passou de 1,65 para 1,8 (Tabela5).

Observouse que o PVPP proporcionou melhores incrementos de pureza ao extrato
guando comparado com o PVP e que a adicdo de acetato de potassio promoveu incremento do
nivel de pureza obtido quando se adicionou PVP ou PVPP ao tampédo de extracdo, exceto
quando se combinou PVP ou PV PP com carvao ativado (CA). A adicdo de PVP ou PVPP ao
tampdo de extracdo tem sido utilizada com sucesso por diferentes autores (Porebski et al.,
1997; Bahnweq €t d., 1998; Stein et al., 2001; Araset al., 2003; Lakay et al., 2007).

Por outro lado, a adicdo de DTT ao tampdo de extracdo ndo se mostrou viavel. A
adicdo de DTT né&o proporcionou efeito positivo quando comparado com o protocolo CTAB.
Além disso, quando se combinou PVP ou PVPP com DTT ocorreu reducdo da pureza do
extrato quando comparado com o protocolo similar sem aadicdo de DTT (Tabelab).

Quando se comparou a qualidade do produto obtido pela extracdo com o kit comercial
com os demais protocolos avaliados, pdde se perceber que para o tipo de material utilizado
agui ndo se justifica a aguisicdo do kit comercial. O kit comercial é de custo elevado e
produziu resultados similares ao protocolo CTAB, em relacéo a pureza e inferior emrelacéo a
produtividade, além disso, foi inferior tanto para pureza quanto para produtividade quando
comparado com os demais protocolos em que se utilizou PVP, PVPP ou CA. Uma vantagem
do kit comercia reside no fato de este consumir pouco tempo e permitir que as etapas de
centrifugacdo seiam realizadas a temperatura ambiente. Entretanto, resultados satisfatorios
foram obtidos quando se utilizou o tampéo B, para o qual o tempo de incubagéo foi de 10 min
a100°C.

Um coeficiente de correlacdo linear de -0,17 (p=0,02) foi obtido para os dados de
concentracao e pureza dos extratos indicando auséncia de relacdo entre essas variaveis. Pela
Tabela 5 pode se notar que pureza elevada foi obtida tanto para protocolos que recuperaram
pouco DNA (TE-CA-PVP, TE-CA-PVPP) quanto para protocolos que recuperaram muito
DNA (CTAB-PVP-CA-K, CTAB-PVPP-CA-K e CTAB-CA). O coeficiente de correlacéo foi
de-0,44 (p<0,001) gquando se considerou apenas os dados dos protocolos que levaram CTAB,
mostrando que ainda uma falta de relacdo consistente entre as variaveis.

A verificacdo da qualidade do DNA por meio da leitura em espectrofotdmetro é
importante para definicdo de estratégias para realizacdo das PCRs. Entretanto, a avaliacéo
dessa qualidade também deve ser feita em gel de agarose e por meio da avaliacdo do sucesso
das PCRs. Desta forma, a eletroforese em gel de agarose do extrato obtido € apresentada na
Figura 18 e diferentes PCRs sdo0 apresentadas nas Figuras 19 e 20.

Para a maior parte das amostras ndo se observou banda correspondente ao DNA total,
mas para alguns protocolos isso foi possivel (Figura 18). Foi observada, maior quantidade de
DNA e um arraste de maior intensidade nos protocolos que se utilizou CTAB (Canaletas 2 a
18, Figura 18). Neste estudo ndo se empregou o tratamento com ribonuclease (RNase), que
poderia reduzir a intensidade do arraste. Para 0s protocolos em que se utilizou o tampé&o de
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extracdo TE a intensidade do arraste observado foi menor indicando que nestes casos, embora
a produtividade do DNA tenha sido menor o extrato obtido foi de boa qualidade e menor erro
deve estar associado as leituras em espectrofotdmetro.
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Figura 18: Géis de agarose mostrando o produto de extracdo de DNA de raiz de Mucuna pruriens obtido com os diferentes protocol os avaliados:
(A) repeticao 1 (B) repeticdo 2. Ordem das amostras: 1- Marcador de peso nolecular 1kb plus ladder; 2- CTAB; 3- CTAB-PVPP; 4- CTAB-
DTT,; 5- CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP, 8- CTAB-PVP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTAB-DTT-
PVP; 12- CTAB-DTT-CA-PVP; 13- CTAB-DTT-PVPP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-PVPP-CA-K; 17-
CTAB-DTT-PVPP-K; 18- CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TE-CA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP; 22- TE-CA-PVP, 23- TE-CA-PVPP, 24- TE-CA-
K; 25- TE-PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen
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Figura 19: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtido com os diferentes protocolos avaliados. (A) iniciadores 968f- GC-1401 (B)
iniciadores NS1-N$4. Ordem das anostras: 1- Marcador de peso molecular 1kb plus ladder; 2- CTAB; 3- CTAB-PVPP; 4- CTAB-DTT,; 5-
CTAB-PVP; 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP, 8- CTAB-PVP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTAB-DTT-PVP; 12-
CTAB-DTT-CA-PVP, 13- CTAB-DTT-PVPP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-PVPP-CA-K; 17- CTAB-DTT-
PVPP-K; 18 CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TE-CA; 20- TE-PVPP; 21- TE-PVP, 22- TE-CA-PVP, 23- TE-CA-PVPP, 24- TE-CA-K; 25 TE-
PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen; 30- controle negativo.
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Figura 20: Géis de agarose mostrando o produto de PCR obtido com os diferentes protocolos avaliados: (A) iniciadores NS31-AM1 (B)
iniciadores NS31GC-AM1. Ordem das amostras: 1- Marcador de peso molecular 1kb plus ladder; 2- CTAB; 3- CTAB-PVPP; 4- CTAB-DTT,; 5-
CTAB-PVP, 6- CTAB-CA; 7- CTAB-CA-PVPP;, 8- CTAB-PVP-CA; 9- CTAB-DTT-CA; 10- CTAB-PVPP-DTT; 11- CTAB-DTT-PVP, 12-
CTAB-DTT-CA-PVP; 13- CTAB-DTT-PVPP-CA; 14- CTAB-PVP-CA-K; 15- CTAB-DTT-PVP-K; 16- CTAB-PVPP-CA-K; 17- CTAB-DTT-
PVPP-K; 18 CTAB-DTT-PVP-CA-K; 19- TE-CA; 20- TE-PVPP, 21- TE-PVP, 22- TE-CA-PVP, 23- TE-CA-PVPP; 24- TE-CA-K; 25 TE-
PVP-K; 26- TE-PVPP-K; 27- TE-CA-PVPP-K; 28- TE-CA-PVP-K; 29- Kit Qiagen; 30- controle negativo.
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Observouse que em quatro casos, CTAB-DTT; CTAB-PVPP-DTT; CTAB-DTT-CA-
PVP; CTAB-DTT-PVPP-K, o produto de DNA obtido n&o pode ser amplificado com os
iniciadores 968f- GC-1401 (Figura 19A). Neste trabalho, os iniciadores 968f- GC-1401 foram
utilizados porque amplificam um trecho do gene do DNA ribossoma 16S e tém sido
utilizados com sucesso para amostras ambientais. Como as amostras de raizes foram coletadas
em plantas crescendo diretamente no solo e ndo foi utilizado nenhum procedimento para
eliminacdo de células bacterianas, pdde-se perceber que estes protocolos ndo produziram
extratos com qualidade suficierte para serem utilizados em PCR. Para esses extratos a adicéo
de etapas de purificacdo, posteriores a extracdo do DNA, deve ser avaiada
Interessantemente, nestes quatro casos foi utilizado o reagente DTT na composicdo do tampao
de extracdo. Como observado na Tabela 5 a adicdo do DTT ao tampé&o de extracdo também
reduziu a pureza do extrato obtido.

Para a avaliagéo da diversidade de FMAs em amostras de raizes tem sido utilizado um
sistema em Nested-PCR, uma vez que a quantidade de sequéncias alvo nas amostras de raizes
geramente é baixa, ndo permitindo a verificacdo de produto na primeira PCR. Duas reaces,
sendo uma reagéo com iniciadores universais para fungos, seguida de outra amplificagdo com
iniciadores especificos para FMAs tém sido utilizadas (Santos, 2008). Mais recentemente, tem
se buscado a eliminacgéo dos iniciadores universais (Lee et al., 2008; Kriger et a., 2009).

Para 10 dos protocolos utilizados, CTAB-CA; CTAB-CA-PVPP;, TE-CA; TE-CA-
PVP, TE-CA-PVPP, TE-PVP-K; TE-PVPP-K; TE-CA-PVPP-K; TE-CA-PVP-K e Kit
Qiagen foi possivel observar banda no gel de agarose ja na primeira PCR quando se utilizou
iniciadores universais NS1-NS4 (Figura 19B). A pureza dos extratos obtidos variou entre
1,41, para TE-PVPP-K e 1,83 para TE-CA-PVP. Destes em sete utilizou-se carvéo ativado
(CA) no tampéo de extracdo, confirmando a viabilidade de se utilizar esse composto para
promover a qualidade do extrato obtido, conforme observado na Tabela 5.

Para as reacOes de Nested-PCR com os iniciadores NS31-AM1 e NS31GC-AM1
observou-se banda para 14 e 20 diferente protocolos, respectivamente (Figura 20). No
presente caso, como se utilizou uma Unica amostra de raiz ndo é de se esperar diferenca na
guantidade de alvos, entretanto, para alguns produtos a quantidade de inibidores na reacéo
reduziu a atividade da enzima DNA polimerase o suficiente para reduzir a quantidade de
produto de PCR na primeira reagdo, embora alguma amplificacdo provavelmente tenha
ocorrido. Para a segunda PCR, a dilui¢do do produto da primeira PCR associado ao fato de a
guantidade de alvos ter sido aumenta na primeira PCR proporcioraram a visualizagdo de
produtos em um ndmero maior de amostras. Esse resultado evidencia a eficiéncia do sistema
em Nested-PCR em proporcionar a deteccéo de FMASs em amostras de raizes.

Para os produtos obtidos com os protocolos CTAB-DTT; CTAB-DTT-PVP; CTAB-
DTT-PVPP-CA; CTAB-DTT-PVPP-K; CTAB-DTT-CA-PVP;, CTAB-PVP, CTAB-PVP-CA,;
B-PVPP; ndo foi possivel obter amplificacdo na segunda reacd. Desta forma deve-se dar
prioridada aos protocolos que proporcionaram a obtencéo de produto nas reagdes de PCR ou
etapas adicionais de purificacdo do extrato obtido devem ser analisadas para esses protocol os

Os resultados apresentados sustentam a possibilidade de se utilizar PVP, PVPP, mas
principalmente carvao ativado (CA), como aditivos ao tampéao de extragdo para incrementar a
pureza do extrato obtido a partir de amostras de raizes. Como a possibilidade de um protocolo
ser definido como padréo é relativamente baixa, uma vez que a variabilidade de composicéo
de diferentes amostras ambientais € elevada, os resultados agqui apresentados sdo
significativamente importantes. Foram identificados protocolos que produzem extratos com
baixa e elevada concentracdo de DNA e bom grau de pureza, cujo DNA esta pronto para ser
utilizado na PCR. Foram também identificados protocolos que produzem extratos com
concentracéo elevada de DNA, mas que necessitam de purificagdo adicional antes da PCR.
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4 - CONCLUSOES

A concentracdo de DNA extraido utilizando-se tamp&o com o detergente CTAB foi
superior a obtida usando o tampé&o com Tris-HCFEDTA.

N&o houve correlacdo entre pureza e concentracao de DNA nos extratos obtidos.

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

Entre os protocolos com pureza entre 1,8 e 2,0, os protocolos TE-CA-PVPP e CTAB-
CA produziram extratos para ros quais se obteve amplificacdo em todas as reagoes de PCR
testadas

A adicdo de carvéo ativado no tampédo de extracdo proporcionou melhores resultados
guando comparado com a adicéo de PVP, PVPP ou DTT.

O protocolo CTAB-CA mostrou ser muito viavel, pois proporcionou bom rendimento
de DNA e um extrato de qualidade.

74



CAPITULO IV

RELACAO ENTRE DIVERSIDADE DE BACTERIAS FIXADORAS DE
NITROGENIO SIMBIOTICAS, FUNGOSMICORRIZICOS ARBUSCULARESE
PLANTASEM AREAS DE MINERACAO DE BAUXITA COM DIFERENTES
IDADES DE REVEGETACAO
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RESUMO

A biodiversidade vegetal € de significativa importancia para a manutencao da funcionalidade
de ecossistemas naturais. Diferentes autores tém procurado determinar quais sdo os fatores
determinantes da diversidade vegetal com o objetivo de melhor manglar esses ecossistemas.
Recentemente demostrourse, em condicdes experimentais, que a diversidade de plantas
responde positivamente a riqueza de FMAS no solo. Estes resultados foram empolgantes e
desencadearam varios outros estudos, os quais levaram ao entendimento que ecossistemas
naturais sao formados por componentes interligados, localizados abaixo e acima do solo. No
presente trabalho buscouse avaliar a relacdo de riqueza e diversidade entre isolados de
nédulos, FMASs e plantas em areas com diferentes idades de revegetacéo. Observou-se baixa
correlacdo entre a diversidade de microrganismos e de plantas, entretanto pdde se notar que a
natureza do relacionamento entre diversidade de plantas e de FMAs depende da composi¢éo
de espécies, como proposto recentemente.

Palavras chave: Diversidade vegetal, diversidade microbiana, grupos funcionais.
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ABSTRACT

The plant diversity is important to the functional maintenance of natural ecosystems. Severa
authors have tried to determine what the determinants of plant diversity with the aim of better
manage the ecosystems. Currently it was shown in experimental conditions that the plant
diversity responds positively to arbuscular mycorrhizal fungi richness in soil. These results
were exciting and have led to severa other studies which led to the understanding that natural
ecosystems are composed of interconnected components, located below and above ground.
The am this work was to evaluate the relationship of richness and diversity among nodule
root bacteria, arbuscular mycorrhizal fungi and plants in the areas with different ages of
revegetation. There was low correlation between the diversity of microorganisms and plants,
however, it was possible to observe that the nature of relationship between diversity of plants
and arbuscular mycorrhizal fungi depends of species composition as recently proposed.

Key-words: Plant diversity, microbia diversity, functional groups.
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1-INTRODUCAO

Estudos recentes tém enfatizado a importancia de microrganismos para O
funcionamento dos ecossistemas naturais. Considerando 0s microrganismos como parte
integral do ecossistema e avaiando a intima relacdo entre microrganismos e plantas a
literatura mostra a participacdo de microrganismos para a determinacdo da estrutura de
comunidades de plantas, bem como, para a redizacdo de processos de significativa
importancia para o sistema (van der Heijden et al., 2008 ; Wardle et al., 2004).

Por um lado, uma vez que diferentes espécies de plantas sdo compostas por diferentes
compostos de carbono, havendo uma variacdo tanto na composicdo de exsudados radiculares
guanto na composi¢cdo de material depositado sobre o solo formando a serrapilheira, espera-se
que a diversidade de microrganismos que possa crescer eém solos sob comunidades de plantas
diversas sga alta (Nisdein e Tiedie, 1999; Jesus et al., 2009). Por outro lado, em um
ecossistema com elevada diversidade de FMAS, através do efeito de complementaridade estes
fungos podem possibilitar o incremento da diversidade e da produtividade de plantas (van der
Heijden et al., 1998; 2006b; Santos, 2008).

Durante o crescimento das plantas uma gama de compostos organicos € liberada pelas
raizes. Estes exsudados principamente carboidratos, acidos organicos e aminoacidos sdo
liberados no solo formando um gradiente de concentracéo a partir da raiz. Este processo
denominado de rizodeposi ¢céo, associado ao processo de deposicado de material vegetal sobre o
solo, sdo de significativa importancia ecolégica por fornecerem “combustivel” para a
comunidade microbiana. Desta forma, mudancas na diversidade e composi¢ao da comunidade
de plantas podem diretamente afetar a comunidade microbiana através da variacdo no tipo,
complexidade e na quantidade de matéria organica depositada no solo (Benizri e Amiaud,
2005).

A composicdo da comunidade de plantas pode também indiretamente afetar a
composicdo da comunidade microbiana através de mudancas ocasionadas no ambiente solo.
Em funcdo das caracteristicas de crescimento, como profundidade e densidade de
enraizamento e intensidade de cobertura vegetal, variacOes tanto na composicéo de plantas
guanto na fenologia destas, podem acarretar mudancas no teor de umidade, na temperatura e
no pH do solo (Nusslein e Tiedje, 1999; Jesus et al., 2009).

van der Heijden et al. (1998) conduziram dois experimentos onde avaliaram o efeito
darigueza de FMAs sobre diferentes comunidades de plantas. No primeiro avaliaram o efeito
da inoculacdo, isoladamente e de forma conjunta de quatro isolados de FMAS, sobre uma
comunidade de plantas composta por 11 espécies distintas. No segundo avaliaram o efeito do
incremento da riqueza de FMASs, variando entre zero e 14 sobre uma comunidade de plantas
composta por 15 espécies. Foi observado que a reducdo da riqueza de FMASs de quatro para
um ocasionou uma reducdo significativa da biomassa de vérias espécies. Os autores
propuseram que a diversidade e a produtividade do ecossistema aumentam com um
incremento no nimero de taxons de fungos micorrizicos, uma vez que, estas foram mais
elevadas em potes onde a riqueza de FMASs foi de oito ou 14, quando comparadas com
microcosmos sem ou com a inoculacdo de apenas um isolado de fungo. Embora os
experimentos tenham sido conduzidos de forma independente, produziram resultados
similares. Os efeitos da riqueza de taxons de fungos foram justificados pelo aumento do
comprimento das hifas, 0 que proporcionou um incremento no teor de fosforo nas plantas e
um decréscimo do teor deste elemento no solo, proporcionando correlacdo positiva entre a
diversidade de plantas e a produtividade do ecossi stema.
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Santos (2008) objetivando avaliar o efeito da riqueza de FMASs sobre a produtividade
das espécies vegetais trema, fedegoso, aroeirinha e pau ferro em condicbes de cultivo
individual e conjunto conduziu um experimento utilizando os tratamentos, controle sem
inoculacéo, aplicacdo de alto teor de fésforo, ainoculacdo de uma (Glomus etunicatum), duas
(Glomus etunicatum + Gigaspora margarita), quatro (Glomus etunicatum + Gigaspora
margarita + Acaulospora scrobiculata + Scutellospora heterogama) e oito (Glomus
etunicatum + Gigaspora margarita + Acaulospora scrobiculata + Scutellospora heterogama
+ Gigaspora gigantea + Glomus clarum + Scutellospora pellucida + Emtrophospora
colombiana) espécies de FMAs. Neste estudo o autor observou efeito significativo dos
tratamentos, sobre a producdo e distribuicdo de biomassa entre as espécies. Ocorreu
incremento de produtividade vegetal e producdo de biomassa mais equilibrada entre as
espécies da comunidade, com o incremento da riqueza de FMAs. Evidenciando, dessa forma
o efeito do incremento de riqgueza de FMAs sobre a produtividade das plantas como
observado por van der Heijden et a. (1998).

Os resultados permitiram aos autores concluirem que a presenca de fungos
micorrizicos é requerida para manutencao de um nivel basico de diversidade de plantas e que
uma baixa diversidade do fungo pode levar a flutuacbes na composicdo e estrutura das
comunidades de plantas.

Como uma evolucdo do entendimento da relacdo entre biota acima e abaixo do solo,
van der Heljden et al. (2008) e Wardle et a. (2004) mencionam que 0S ecossistemas naturais
sd0 constituidos por componentes interligados, localizados abaixo e acima do solo, e que 0s
microrganismos podem atuar por melo de mecanismos diretos e indiretos sobre a
produtividade e diversidade de plantas. Estes autores propuseram modelos bastante
complexos, mostrando varias possibilidades de ligacdes ecol 6gicas entre 0os componentes da
biota acima e abaixo do solo. Neste cenadrio observamse mecanismos de controle, de um
componente sobre o outro, com a participacdo de relagbes outras que ndo apenas entre
simbiontes. Ou seja, além das relacdes diretas por meio de interacbes de microrganismos
associados as raizes estabelecendo relagbes mutualisticas o0s autores mencionam a
participacao considerada também direta de microrganismos parasitas de plantas, bem como, a
participacdo de microrganismos com capacidade de viverem livremente no solo, que alteram
as taxas de suprimento de nutrientes e o0 particionamento de recursos, como efeitos indiretos.

Os autores argumentam que existem respostas positivas e negativas com forte
capacidade de influéncia entre os componentes de cada compartimento. Enquanto as plantas
fornecem o carbono necessario para 0S decompositores e organismos obrigatoriamente
associados as raizes, os decompositores e 0s seus consumidores atuam sobre o material
vegetal depositado determinando a disponibilidade de nutrientes, influenciando tanto o
crescimento quanto a composi cao da comunidade (Wardle et al., 2004).

Neste trabalho objetivou-se avaliar a relacdo entre a diversidade de bactérias fixadoras
de nitrogénio simbidticas, fungos micorrizicos arbusculares e de espécies vegetais em éreas
com diferentes idades de revegetacdo ap0s a atividade de mineracdo de bauxita.
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2-MATERIAL E METODOS

Para a avaliacdo da relacdo entre diversidade acima e abaixo do solo utilizou-se os
dados apresentados nos capitulos | e Il desta tese, que tratam da diversidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio simbidticas e de fungos micorrizicos arbusculares e dados relativos a
composicao floristica das parcelas. Os dados relativos a composicdo de plantas de cada
parcelaforam gerados pelo pesquisador Dr. Rafagl de Paiva Saloméo (Museu Paraense Emilio
Goeldi) e colaboradores (Salomédo et a., 2007). Este pesquisador € o responsavel pelo
monitoramento da regeneracdo natural nas parcelas revegetadas pela Mineragéo Rio do Norte.

Calculou-se o coeficiente de correlacdo linear entre a rigueza e o indice de Shannon
para as bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas e para as espécies de plantas, bem como,
o coeficiente de correlacdo linear entre e a riqueza e o indice de Shannon para as bactérias
fixadoras de nitrogénio simbidticas e para a riqueza e proporcdo de espécies leguminosas e
ndo leguminosas.

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

Posteriormente, as espécies de plantas foram agrupadas sequndo 0 seu grupo ecol dgico
(pioneira, secundaria inicial, secundaria tardia e climax) e novamente calculouse o
coeficiente de correlacéo linear entre a riqueza e o indice de Shannon para a comunidade de
FMAs e ariqueza e o indice de Shannon para cada grupo de planta.

Calculouse utilizando o coeficiente de Bray-Curtis a similaridade entre as areas em
funcdo dos dados da composicéo da comunidade de plantas, composicdo da comunidade de
fungos micorrizicos arbusculares e em funcédo dos resultados da andlise guimica das amostras
de terra. Realizouse 0 teste de Mantel para verificacdo de correlacdo entre as matrizes de
similaridade construidas com base em cada conjunto de dados e, dendrogramas de
similaridade foram construidos para agrupamento das éreas.

Com base nos agrupamentos visualizados no dendrograma em relacdo a comunidade
de plantas as areas foram distribuidas em grupos de similaridade. Para cada um destes grupos
novamente foi calculado o coeficiente de correlacdo linear entre os valores de riqueza e indice
de Shannonentre a comunidade de plantas e a comunidade de FMAS,

Para realizacdo das andlises utilizou-se 0 programa Past - PAlaeontological STatistics
(Hammer et a., 2001).
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3-RESULTADOSE DISCUSSAO

Obteve-se dados relativos a composicao de plantas para 32 das 43 parcelas estudadas
nos capitulos | e Il. Dessa forma a relacdo entre diversidade acima e abaixo do solo foi
avaliada em quatro parcelas para a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio
simbidticas (1981A1, 1985A1, 1993A2 e 1998A1) e 32 para adiversidade de FMAS.

Considerando as 32 parcelas para as quais os dados da composicéo floristica foram
disponiveis um total de 177 espécies foram encontradas. Destas 73, 48, 47 e 9 foram
classificadas como climax, secundérias tardias, secundérias iniciais e pioneiras,
respectivamente.

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores para o coeficiente de correlacdo linear
observados entre a comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas e de plantas.
Os vaores observados foram ndo significativos, de uma maneira gera os valores de
correlacaéo foram baixos e pdde-se observar correlacdo negativa para os parametros riqueza e
diversidade entre as comunidades de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas e de
plantas. Foi observada correlagdo positiva entre o indice de Shannon para a comunidade de
plantas e a riqueza de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas avaliada por ARDRA,;
riqueza e Shannon por ARDRA e riqueza por BOX em relacéo a proporcdo de espécies ndo
leguminosas, Shannon por BOX e proporgdo de espécies leguminosas; riqueza por ARDRA e
proporcao de espécies de plantas que formam nédulos e, por fim entre, proporcéo de espécies
de plantas que réo formam nddulos e riqueza por ARDRA e Shannon (Tabela 6).

Os resultados mostram, para as parcelas agui avaliadas, que ndo se pdde observar
maior diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio simbiGticas nas parcelas em que se
observou maior diversidade de plantas, nem mesmo quando se considerou a proporcéo de
espécies leguminosas ou leguminosas noduliferas. No presente caso como 0 nUmero de
parcelas avaliadas e os valores observados para os coeficientes de correlacéo foram baixos
n&o se pode concluir com precisdo que ocorre correlacéo negativa entre diversidade de plantas
e de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas Novos estudos considerando diferentes
niveis de diversidade destes simbiontes devem ser conduzidos para elucidar essa questdo, uma
vez gque tem sido aceito que a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas
deve refletir a diversidade de espécies de leguminosas na area.

A familia leguminosa € a mais rica em nimero de espécies e esta entre as cinco
familias de maior densidade na Amazbnia (Moreira et a., 1992), entretanto, Jesus et a.
(20054) e Lima et al. (2009) observaram menor nivel de diversidade de bactérias noduliferas
em leguminosas em dareas sob floresta na Amazonia brasileira guando comparado com areas
sob cultivo e, ndo foi observado relacionamento entre a diversidade de espécies de
leguminosas e a comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio simbidticas (Lima et al.,
2009). Segundo estes autores o fato de maior diversidade ter sido encontrado em areas sob
cultivo sugerealto graude resiliéncia da comunidade de bactérias noduliferas as mudangas de
uso daterra apds o desmatamento.

Observouse que os valores de correlagdo linear entre riqueza e indice de Shannon
foram elevados e estatisticamente significativos para a comunidade de plantas (Tabela 7). Por
outro lado a correlacdo entre riqueza e indice de Shannon para a comunidade de FMAS foi
baixa e ndo significativa, evidenciando que as populacdes de FMAs ndo estdo uniformemente
distribuidas dentro das comunidades para cada amostra de terra analisada.

Quando se levou em conta todas as espécies de plantas encontradas nas parcelas
observou-se correlacéo baixa, ndo significativa, para riqueza e indice de Shannon entre as
comunidades de plantas e de FMAs. Esses resultados mostram que para parcelas revegetadas
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apos atividade de mineracdo de bauxita, a nmeior diversidade de plantas ndo necessariamente
foi acompanhada por maior diversidade de FMAs.

Alguns trabalhos tém mostrado comportamento diferenciado entre espécies vegetais
pertencentes a diferentes grupos sucessionais e a associacao micorrizica. Espécies pioneiras e
secundérias iniciais que sdo generalistas apresentam alta suscetibilidade a infeccéo, ata
colonizacdo e alto grau de resposta a micorriza frequentemente predominam em areas abertas
com alto potencial de indculo, enquanto, espécies consideradas secundarias tardias e climax
que sdo mais restritivas a colonizagdo apresentam reduzido grau de infeccdo, reduzidas taxas
de colonizacdo e de resposta micorrizica, predominam no interior de florestas, onde o
potencial de indculo € baixo (Siqueira et al., 1998; Zangaro et al., 2000; 2002; 2003; 2005;
Pouyu-Rojas et al., 2006).

Para verificar a relagdo entre a comunidade de FMAs e espécies de plantas
pertencentes a diferentes grupos sucessionais, calculouse o coeficiente de correlacéo linear
para riqueza e indice de Shannon (Tabela 7). A correlacdo foi baixa e ndo significativa, dessa
forma n&o se pode afirmar que houve correlagdes positivas entre a diversidade de FMAs e a
diversidade plantas pertencentes a qualquer um dos quatro grupos ecol 4gicos.
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Tabela 6: Vdores observados para o coeficiente de correlacdo linear para os parametros riqueza e diversidade entre a comunidade de bactérias
fixadoras de nitrogénio simbidticas e a comunidade de plantas para as parcelas 1981A1, 1985A1, 1993A2 e 1998A1.

' 3 Pr 3 . Ri d Pr 3
Isoladosde Riquezade  Shannon Rigueza de : qlrJ]ZZ)a “ PVOZ(:QGO c(i)s S‘;ao Riqueza de ICIUECZ;G Proporgao deopog?;s
, a leguminosa . . . espécies = ~ de espécies es?
nédulos plantas  paraplantas leguminosa leguminosa leguminosa . néo . néo
noduliferas ) noduliferas .
S S S noduliferas noduliferas
RI queza ns ns ns S ns ns ns ns ns ns
ARDRA -0,335 0,141 -0,341 -0,329" -0,359 0,359 -0,198 -0,400 0,149 -0,149
RI queza ns ns ns ns ns ns
BOX-PCR -0,570 -0,127 -0,564 -0,572 -0,080 0,080 -0,472" -0,610" -0,160" 0,160™
Sh
AF?SIE’A” 0532  -0077™  -0534™  -0529™  -0143"  0,143™  -0413"  -0585"  -0065"  0065"
zhoa;ng(énR .0,646™  -0223"™  -0,638™  -0,649"  0019™  -0019"  -0559"  -0679"  -0254™  0,254™

"S_Valor de correlagéo no significativo a 5% de probabilidade. ARDRA - Andlise de restri¢iio do DNA ribossomal amplificado.
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Tabela 7: Valores observados para o coeficiente de correlacdo linear para os parametros riqueza e diversidade entre a comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAS) e a comunidade de plantas para 32 parcel as avaliadas.

i Todas as espécies de Espécies climax Espécies sgcundéri as Espéc (_es_sg:_undéri as E_spé<_:i es EMAS
Correlacéo plantas tardias iniciais pioneiras
linear/probabilidade Riqueza indice Riqueza indice Riqueza indice Riqueza indice Riqueza indice Riqueza
Shannon Shannon Shannon Shannon Shannon
Rigueza PL
indice ShannonPL  0,851*
Rigueza CL 0,752* 0,524*
indice ShannonCL  0,561* 0,558* 0,824*
Riqueza ST 0,588* 0,658* 0,142™ 0,061™
indice Shannon ST 0,482* 0,667* 0,031™ -0,035™ 0,916*
Riqueza Sl 0,683* 0,551* 0,264™ 0,142™ 0,190™ 0,167 ™
fndice Shannon S| 0,616* 0,662* 0,095™ 0,000™ 0,339™ 0,371* 0,880*
Riqueza PI 0,333™ 0,445* 0,124™ 0,075™ 0,313™ 0,304™  0,055™  0,269™
fndice Shannon P 0,308" 0,462* 0,102™ 0,068™ 0,322"™ 0,324™  0,041™ 0,254™ 0,921*
Riqueza FMAs 0,047" 0,200 0,110"™ 0,160"™ 0,273" 0,328" -0,239"™ -0,142™ '0;291 0,038"°
'Frl‘\‘j'ge Shannon 0139" 0,327 0,194™ 0,164" 0080"  0197™ -0057"™ 0211" 0214"™ 0239" 0,243"

PL- Todas as espécies de plantas; CL-Climax; ST-Secundariatardia; SI- Secundariainicial e Pl - Pioneira.
" _Valor de correlagdo ndo significativo a 5% de probabilidade.

* — Valor de correlagéo significativo a 5% de probabilidade.



O’ Connor et al. (2002) realizaram ensaio, para avaliar o efeito dbs FMASs sobre a
diversidade e produtividade de plantas. Neste caso os autores optaram por suprimir as fontes
de in6culo de FMASs pela aplicacdo de fungicida, buscando assim comparar a riqueza de
plantas e a estrutura da comunidade estabelecida sobre o substrato que n&o recebeu a
aplicacdo e 0 que recebeu a aplicacdo de fungicida. Estes autores observaram alteracéo
significativa na estrutura de comunidade de plantas pela supressdo dos fungos micorrizicos.
Neste estudo a espécie vegetal dominante foi uma espécie responsiva a colonizacéo
micorrizica e teve a sua produtividade reduzida pela supressdo dos fungos, o que acarretou um
incremento na biomassa das demais espécies e um incremento na diversidade da comunidade
guando avaliada pelo indice de Shannon.

Estes autores defenderam a hipotese de que os efeitos dos FMAS sobre a comunidade
de plantas ndo sdo absolutos, mas dependem da responsividade das espécies a micorriza,
especialmente da espécie dominante. Neste caso, 0s autores destacam que as duas espécies
mais abundantes no tratamento controle Medicago minima e Carrichtera annua) foram
afetadas diferentemente pela reducdo da atividade dos fungos micorrizicos como resultado da
aplicacdo do fungicida. A espécie dominante e altamente responsiva a micorriza M. minima
teve a produtividade reduzida, enquanto a ndo micorrizica C. annua teve a producdo de
biomassa incrementada no tratamento com supressao de fungos micorrizicos. Enfatizando que
a participacdo das espécies subordinadas foi importante, mas ndo t&o importante quanto, as
espécies dominantes, na determinacdo da estrutura da comunidade.

Com base nestes resultados, incorporaram a nocédo de que a participacdo dos
microrganismos do solo na diversidade de plantas varia em funcé&o da comunidade de plantas
analisadas, sendo principalmente influenciada pela relacdo entre estes simbiontes e a espécie
vegetal dominante. De forma que o efeito requlatério destes simbiontes sobre a estrutura da
comunidade de plantas vai depender da identidade e das caracteristicas funcioreis das
espécies vegetais.

Stirmer et a. (2006) avaliaram a diversdade de FMAs em éareas em estagio de
sucessdo secundaria da floreta Atlantica e observaram que o indice de diversidade de
Simpson e a equitabilidade para as espécies de FMAs ndo diferiram significativamente entre
0s estagios sucessionais. Neste trabalho, os autores observaram que a riqueza especifica de
FMASs foi negativamente correlacionada com a riqueza especifica vegetal .

Flores-Aylas et a. (2003) observaram efeitos contrastantes da inoculacdo de FMA
sobre a competitividade de plantas crescendo em comunidade, quando se alterou o nivel de
disponibilidade de fésforo no solo. Evidenciando que os efeitos dos FMAs sobre a
competicdo entre plantas e por consequéncia sobre a diversidade vegetal, variam ndo somente
em funcdo da composicdo da comunidade de plantas, mas também em funcdo do nivel de
fertilidade do sitio analisado.

Como ndo foi observada elevada correlagdo entre a diversidade de FMAS e de plantas
guando se considerou todos os dados, procurouse avaliar o efeito da composicdo da
comunidade de planta sobre o relacionamento com os FMAs. Para isso foi realizado o
agrupamento das &reas com base nas caracteristicas quimicas do solo, com base na
composi¢ao da comunidade de FMAs e, por fim combase na composi¢éo das comunidades de
plantas.

Foi possivel concluir baseado nos dendrogramas de similaridade e no resultado do
teste de Mantel (Tabela 8, Figura 21) que a correlagdo entre as matrizes foi baixa e ndo
significativa, exceto para as matrizes corstruidas com base na composicdo da comunidade de
FMASs e caracteristicas quimicas do solo. Estes dados mostram que as &reas foram agrupadas
de formas diferentes quando se considera a composi¢éo de plantas, composi¢cao de FMAs e as
caracteristicas quimicas do solo. O que foi confirmado pela baixa correspondéncia entre os
agrupamentos nos trés dendrogramas.
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Dessa forma, as areas foram distribuidas em nove grupos de similaridade (Figura 21C)
para 0s quais o relacionamento entre diversidade de FMAS e espécies vegetais foi avaliado
caso a caso (Tabela 9). Como os grupos 7, 8 e 9 apresentaram apenas duas areas cada um,
estes foram combinados em um sb grupo.

O efeito da composicéo da comunidade de plantas sobre o relacionamento entre
diversidade de plantas e FMAs pbde ser observado. A riqueza de FMASs foi negativamente
correlacionada ao indice de Shannon da comunidade de plantas nos grupos 3 e 5 e
positivamente correlacionada nos demais grupos, onde o valor foi baixo para a combinacéo
dos grupos 7, 8 e 9 (0,076) e ato (0,828) no grupo 2. O indice de Shannon da comunidade de
FMAs foi positivamente correlacionado a riqueza de plantas no grupo 1 e negativamente nos
demais, com destaque para os valores de 0,935 no grupo 1 e -0,768 no grupo 5.

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram as argumentagdes de O’ Connor
et d. (2002); Flores-Aylas et a. (2003); Urcelay e Diaz (2003); Wardle et a. (2004) e van der
Heljden et al. (2008) de que ecossistemas naturais apresentam elevada complexidade e que a
natureza do relacionamento entre diversidade de plantas e de FMAs depende da composi¢céo
de espécies.

Tabela 8: Valores de correlagdo (abaixo da diagonal) e probabiliadade (acima da diagonal)
entre as trés matrizes de similaridade obtidos pelo teste de Mantel.

Composicdo  Composicao de

Teste de Mantel / probabilidade Solo de FMAs plantas
Solo 1 0,000 0,143
Composicdo de FMAs 0,446 1 0,366
Composicao de plantas 0,109 0,24 1

As matrizes de similaridade foram calculadas utilizando o coeficente de Bray-Curtis e foram utilizadas 1000
permutacdes no teste de Mantel.
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Figura 21: Dendrogramas de similaridade construidos com o coeficiente de Bray-Curtis e método de agrupamento UPGMA, baseados (A) na
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Tabela 9: Vaores observados para o coeficiente de correlacdo linear para os parametros
riqueza e diversidade entre a comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e a
comunidade de plantas para os nove grupos distintos identificados pela andlise de
agrupamento, com base na composi¢ao da comunidade de plantas.

Grupos Riqueza de plantas Diversidade de plantas

Shannon

1 -0,277"™ 0,155 "

2 2 -0,43™ 0,828"™

3 2 -0,799™ -0,156"
4 g 0,229"™ 0,166"™
5 =1 -0,558"™ -0,526"™

6 T -0,272"™ 0,142"™
7.8,9 0,104"™ 0,076™
1 - 0,935 ™ 0,997 *

2 8 -0,533" 0,329 ™

3 g " -0,053" 0,944 *
4 g3 -0,237" 0,385™
5 gt -0,768™ -0,829"

6 T -0,446" -0,725"
7.8,9 — 0,483 ™ 0,306"™

PL- Todas as espécies de plantas; CL -Climax; ST-Secundériatardia; Sl- Secundariainicial e Pl- Pioneira.
S _Valor de correlacdo ndo significativo a 5% de probabilidade.
* — Valor de correlagdo significativo a’5% de probabilidade.
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4 — CONCLUSOES

N& houve correlacdo entre a diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio
simbidticas e de espécies vegetais.

N&o houve correlacdo entre diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio
simbidticas e a proporcéo de espécies leguminosas ou espécies noduliferas.

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

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

Com relacdo a diversidade de isolados de nédulos pdde se perceber que as diferentes
amostras de terra utilizadas como inéculo ndo promoveram a nhodulacdo em Mimosa
acutistipula e, observouse efeito do tempo de revegetacdo das areas sob a diversidade de
isolados de nédulos obtidos de siratro, onde as &reas revegetadas a mais tempo mostraram
maiores niveis de riqueza. Observouse que a area sob Floresta apresentou menor nivel de
riqueza e diversidade que as areas revegetadas e os valores do coeficiente de correlacdo foram
baixos e negativos entre a diversidade de isolados de nddul os e de espécies vegetais.

Com relacdo a diversidade de FMAs, 13 espécies foram encontradas e doservou-se
predominio da espécie Glomus macrocarpum, sendo que 96,65% dos esporos encontrados
pertenceram a essa espécie. Nao foi observado relacdo entre a diversidade de FMASs e o tempo
de revegetacéo das &reas. Observouse reducdo da diversidade de FMAS, avaliada pelo indice
de Shannon, nas areas revegetadas recentemente, em especial para as areas revegetadas apés o
ano de 2000. Houve bhaixa correlacdo para riqueza e indice de Shannon entre as comunidades
de FMAs e de plantas, evidenciando que ndo necessariamente areas com maior diversidade de
plantas contém maior diversdade de FMAs. Entretando pdde-se observar efeito da
comunidade de plantas sobre o relacionamento entre diversidade de plantas e FMAS.

Cinco protocolos de extracdo de DNA avaliados produziram extratos com pureza entre
1,8 € 2,0 e dois produziram extratos com pureza entre 1,8 e 2,0 para os quais foi possivel
obter amplificacdo em todas as reacOes de PCR testadas.
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CONSIDERACOESFINAIS

Para Wardle et al. (2004), embora ainda haja poucas evidéncias, os efeitos da
biodiversidade de organismos do solo sobre os atributos (diversidade, produtividade e
composicao) das comunidades acima do solo sdo dependentes do contexto, podendo ser
negativos ou positivos, dependendo dos organismos do solo considerados (simbiontes,
decompositores ou patdgenos), do papel da espécie de planta na comunidade (grupo funcional
a que pertence), da posicdo na curva de dominancia (dominantes ou subordinadas) e da
fertilidade do solo.

A compreensdo das ligacdes existentes entre a diversidade de plantas e a composi ¢cao
da comunidade microbiana do solo esta apenas se iniciando (Carney e Matson, 2006).
Entretanto, para esses autores os métodos utilizados nos diferentes sistemas de estudo para
detectar a mudanca na comunidade microbiana e a variacdo na produtividade das plantas,
provavelmente influenciam a natureza deste relacionamento.

Nisdein e Tiedje (1999) e Jesus et a. (2009) encontraram menor nivel de diversidade
bacteriana em éareas sob floresta quando comparada com areas sob pastagens. Embora esses
resultados possam ser em parte entendidos pela alteracéo de pH do solo ocasionada pela
alteracéo de uso da terra (Fierer e Jackson, 2006) o fato de pastagens apresentar maior nivel
de diversidade que uma area de Floresta com elevada diversidade de plantas ainda é
intrigante.

Harris (2009) aponta que a relacdo entre biomassa de fungo e de bactéria muda ao
longo do processo de sucessdo. Em estagios iniciais de sucessao observa-se uma relacéo mais
baixa, com o predominio em biomassa de bactérias, quando comparada com uma floresta em
estagio mais avancado, onde se observa uma dominancia de biomassa fungica. Dessa forma,
um levantamento completo da relacdo entre diversidade acima e abaixo do solo, deve
considerar a composicao e diversidade de comunidades de bactérias e de fungos.

Para entender o complexo padréo de biodiversidade em ecossistemas returais e sobre
tudo, seu relacionamento com as funcbes do ecossistema, uma abordagem que permita a
avaliacdo conjunta dos compartimentos acima e abaixo do solo fazse necessaria (Rodriguez-
Loinaz et d., 2008). Considerando os resultados apresentados conclui-se que a demanda de
estudos para elucidar a complexa relacéo entre diversidade acima e abixo do solo ainda € alta.

O objetivo presente é continuar com estudos nessa linha. Os resultados apresentados
agui permitiram observar que as praticas de revegetacdo utilizadas estédo posibilitando a
recomposicdo em termos de biodiversidade das parcelas, entretanto, as areas avaliadas néo
estdo funcionando como experimentos naturais, ou seja, ndo sao areas onde apenas um fator
conhecido esta agindo. Provavel mente, as praticas utilizadas para a revegetacéo, bem como, a
posicao na paisagem de cada parcela estdo influenciado os resultados. Dessa forma, a selecéo
de parcelas especificas deve ser considerada a partir de agora, 0 que possibilitara a reducéo no
nimero de &reas, mas por outro lado o incremento no nimero de amostras de cada &rea em
estudos futuros.
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