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SANTOS, EMILE SUZE DA PAZ, Diversidade de fungos micorrizicos arbusculares
e de rizobios em um fragmento de Floresta Atlantica em regeneracdo em
Pernambuco. 2006. Orientadora: Dra. Lucia de Fatima de Carvalho Chaves. Co-
orientadoras: Dra. Carolina Etienne de Rosalia e Silva Santos e Dra. Uided Maaze
Tiburcio Cavalcante.

RESUMO

A Floresta Atlantica possui hoje grande parte da sua extensdo totalmente
devastada. A degradacdo do solo afeta seriamente a biomassa microbiana que
interage intensivamente com as particulas do solo e € a principal responséavel pela
decomposicéo dos residuos organicos, pela ciclagem de nutrientes, pelo fluxo de
energia no interior do sistema e por inUmeros processos bioldgicos e bioquimicos
essenciais para garantir a sustentabilidade do ecossistema. Os rizobios e as
micorrizas desempenham papel fundamental no estabelecimento de plantas e
reabilitacdo de ecossistemas degradados. Este trabalho objetivou avaliar a
ocorréncia e a diversidade de fungos micorrizicos arbusculares, e de rizébios. E
observar suas inter-relacbes com espécies vegetais arboreas participantes da
regeneracao natural em uma area de Floresta Atlantica antropisada. O estudo foi
realizado em uma area do Jardim Botanico do Recife localizado na regido
metropolitana do Recife — PE. Foram coletadas as amostras de solo rizosférico de
33 parcelas com dimensfes de 5 x 5m, onde os esporos de FMA foram extraidos,
guantificados e identificados. Para determinar a infectividade dos FMA’s nativos,
foram utilizadas quatro diluicdes do solo (0, 10, 102 e 10°) e apés 30 dias foi
avaliada a presenca de estruturas micorrizicas. Foram coletadas raizes de 6
espécies de plantulas para a avaliacdo da coloniza¢do micorrizica. Para avaliacao
da presenca de rizébios, foram cultivadas plantas de caupi (Vignia unguiculata (L.)
Walp) nos mesmos solos com a finalidade de obter nédulos para o isolamento,
sendo feita uma caracterizacdo fenotipica dos isolados obtidos em meio de cultura
YMA levando-se em consideracdo 0S seguintes parametros: tempo de
crescimento das coldnias individuais, tamanho (mm) e aparéncia das coldnias

(cor, elevacgédo, transparéncia), alteragfes no pH do meio de cultura e presenca de
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muco. Como resultado da extracdo de esporos de FMA, constatou-se 15 espécies.
Na determinagdo da infectividade foram obtidos valores que variaram de 7,0 a
maior que 160 propéagulos infectivos de FMA. Para a colonizagdo micorrizica,
obteve-se, como resultado uma variagdo de 14% a 36%. Como resultado da
caracterizacdo de rizébios, obteve-se 8 grupos fenotipicos representativos de
rizébio nativo, isolado de nddulos radiculares de caupi da area em estudo.
Concluiu-se que a diversidade de FMA, presenca de propagulos infectivos de FMA
e diversidade de rizébios, apresentando rapido crescimento, revelam resiliéncia na

area, indicando que esse ecossistema esta em processo de regeneracao.

Palavras chaves: micorriza, rizébio, regeneracdo natural, Floresta Atlantica.
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SANTOS, EMILE SUZE DA PAZ, Diversity of mycorrhizal fungi arbusculares and
of rhizobia in a fragment of Atlantic Forest in regeneration in Pernambuco 2006.

ABSTRACT

The Brazilian Atlantic Forest region has been recently devasted in large extension
of its extension. The soil degradation affects seriously the microbial biomass that
interact intensively with the soil particles which respond to the decomposition of
organic composts, to nutrient recycling, to energy flux in the input system and to
numerous biological and biochemical processes essentials to guaranty of
ecosystem sustainability. Rhizobia bacteria and mycorrhizal fungi carried out
fundamental reactions for the establishment of plants and rehabilitation of
degraded ecosystems. The aim of this work was to evaluate the occurrence and
diversity of mycorrhizal fungi and rhizobia bacteria, and to observe its
interrelationships with tree species that participate in natural regeneration of a
characteristic area of the antropic Atlantic Forest. The study was conducted in the
“‘Recife Jardim Botanico” located in the metropolitan area in the District of “Recife”,
Pernambuco state. Samples of the rhizospheric soil were collected and 33 plots (5
x 5m) were analyzed. Soil dilutions (0, 10™, 102 and 107®) were used to determine
the infectivity from FMA native of the soil, and 30 days later the presence of
mycorrhizal structures. Roots proceeded from 6 species were used to evaluate
mycorrhizal colonization. Cowpea plants were grown to obtain nodules for rhizobia
isolation that were morphologically characterized on slants and plates with specific
culture medium (YMA), following the specific parameters: colony growth rate,
aspect and type of colonies (color, height, transparence of colonies), variation of
pH values in media and presence of mucor. As result of the extration spores were
identified 15 different species of FMA. In the determination of the infectividade they
had been were evaluated, obtaining values that varied from 7.0 to 160 infective
propagules. For the mycorrhizae colonization, it was gotten, a variation 14% and
36%. Eight morphological groups representative of native rhizobia were obtained in

nodules isolated from the studied area. It was concluded that the diversity of FMA,
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presence of infectivity from FMA native and diversity of rizobios, showed fast
growth. It's disclosing resilience in the area, indicating that this ecosystem is in

regeneration process.

Key words: mycorrhiza, rhizobium, natural regeneration, Atlantic Forest.
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1. INTRODUCAO

A crescente expansdo agricola e a producdo florestal de forma
desordenada provocam a degradacdo dos solos e diminuicdo da
biodiversidade.

A Floresta Atlantica, bioma composto por diferentes formacdes florestais
(mata densa, restinga, manguezais e até florestas de araucérias), tem sofrido
constante degradacdo. De sua éarea original, cerca de 1,35 milhdo de
quildmetros quadrados, segundo o IBGE em 1993, apenas 7% estdo
preservados em pequenas por¢des distribuidas ao longo de 17 Estados do
pais. Em termos percentuais, a diferenca € a seguinte: antes, na época do
descobrimento, a Floresta Atlantica cobria por volta de 12% do territorio
nacional; hoje, ocupa cerca de 1% da extensdo de nosso pais (BRAZIL, 2004).
Considerando a grande diversidade e os potenciais biologicos, econémicos e
sociais da floresta Atlantica, entende-se a necessidade de manter e manejar
estes Ultimos fragmentos florestais, visando a conservacdo da grande
biodiversidade ainda existente. Diversos fatores como variacao latitudinal e de
altitudes, diferentes ecossistemas associados, fazem desse bioma o de maior
diversidade biologica do planeta (ALMEIDA, 2000).

Com a degradacéo do solo, a biota edafica é seriamente afetada. Por
serem microscopicos, 0S microrganismos Sao muitas vezes negligenciados
pelos conservacionistas que s6 se detém as espécies de animais e arvores
ameacadas de extincdo (SANTOS, 2001).

Segundo Moreira e Siqueira (2002), a biota do solo é representada por
todos os grupos de microrganismos (bactérias, fungos, algas, etc.) e quase
todos os filos animais; porém sua mensuracao € dificultada devido a complexa
natureza do solo, que é heterogénea, irregular e dinamica.

Um importante grupo funcional componente da biota do solo sédo os
fungos micorrizicos arbusculares, sendo assim denominados por se
associarem as raizes das plantas formando estruturas bem ramificadas no
interior das células corticais conhecidas por arbusculos (Miranda e Miranda,
2001). Segundo os autores, essa associacdo beneficia o crescimento das

plantas, especialmente nos solos de baixa fertilidade; parte das hifas dos
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fungos penetra nas raizes e parte se estende pelo solo, passando a funcionar
como um sistema radicular adicional que atinge areas néo alcancadas pelas
raizes, promovendo incremento na absor¢do de nutrientes.

Um outro componente da biota do solo sdo as bactérias fixadoras de
nitrogénio. De acordo com Freire (1992), a fixacdo do N, pela associacdo
rizObio-leguminosa, varia com a bactéria, a planta e as condi¢des ambientais.
Dentre os fatores do solo que condicionam a resposta da simbiose, resultando
na nodulacdo e na fixacdo do N, pode-se relacionar as caracteristicas das
populacBes de rizébio especifico existentes no solo e o teor de nitrogénio
mineral do mesmo. Estas bactérias formam ndédulos, onde o N, é fixado,
fornecendo-o para a planta na forma de amdnio (MOREIRA e SIQUEIRA,
2002). Os rizobios mantém simbiose com plantas leguminosas e algumas nao
leguminosas podendo viver também saprofiticamente (DROZDOWICZ, 1997).

Segundo Faria e Chada (2004), atualmente, ha grande necessidade de
pesquisas sobre a reabilitacdo ambiental de areas alteradas naturalmente ou
por acOes antropicas, com 0 objetivo de proporcionar a sustentabilidade
ambiental de ecossistemas que estdo sendo criados ou recriados. Os autores
afirmam ainda que para o conhecimento sobre os processos e os fatores que
influenciam a regeneracdo natural, fazem-se necessarias a identificacdo e a
ordenacdo dos pontos que constituem barreiras de impedimento do curso
normal da regeneracdo, sendo esta a primeira etapa do trabalho de
reabilitacdo. Os mesmos autores dizem que em muitas situacdes, o solo como
substrato € o fator limitante de maior grandeza, pois praticas de melhorias ou
modificacdes destes podem onerar muito 0 processo de reabilitacdo de areas
degradadas.

Diante do exposto, € importante conhecer a diversidade, a dinamica e os
mecanismos que compdem as interacdes entre microrganismos e plantas, no
tocante ao estabelecimento e conseqgliente sucesséo vegetal, objetivando dar
suporte para melhorias das técnicas de manejo na reabilitacdo de areas
antropisadas, neste caso, uma floresta urbana.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ocorréncia e a diversidade
de fungos micorrizicos arbusculares e de rizobios, como também avaliar a
condicdo micorrizica de espécies arboreas mais freqlentes na regeneracéo

natural em um fragmento de Floresta Atlantica em processo de regeneracao no
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Jardim Boténico do Recife, visando fornecer dados para uma melhor
compreensao das interagOes existentes entre a microbiota do solo e a
vegetacdo de uma floresta antropisada, como base para futuros planos de
manejo neste tipo de area.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sucessao Natural

A Floresta Atlantica vem sendo destruida pela acdo antrdpica, causando
grande processo de extingdo antes mesmo que se conheca todo o potencial
ecologico, genético e econdbmico das espécies (ALMEIDA, 2000), sendo de
extrema importancia o conhecimento sobre 0s processos naturais que atuam
no desenvolvimento da floresta. A esses processos, da-se 0 nome de sucessao
natural.

Uma das mais interessantes caracteristicas a serem observadas no
desenvolvimento do ecossistema é que a comunidade de plantas sofre
mudancas estruturais no seu habitat natural ao longo do tempo, chamada
comumente de sucessdo natural, que em muitos casos segue padroes
relativamente definidos e mesmo em estado de equilibrio, sofrem mudancas na
estrutura de espécies e processos da comunidade, tornando entéo, este estado
dindmico (ODUM, 1983; PINTO-COELHO, 2000).

Segundo Almeida (2000), entende-se como sucessdo natural o
desenvolvimento processual de uma comunidade vegetal frente a alguma
perturbacdo ocorrida no ambiente de modo a modifica-lo em sua composicao,
chegando entdo ao seu equilibrio, ou seja, no estadio climax. Odum (1983)
acrescenta que a sucessao € bastante direcional e previsivel, desde que nao
interrompida por forcas externas impedindo-a que ocorra. Segundo o autor, a
sequéncia de comunidade que ocorre numa dada area, onde se substitui umas
as outras, € chamada de sere e as comunidades relativamente transitérias séo
chamadas de estadios serais ou estadios de desenvolvimento; o sistema
estabilizado terminal é o climax, o qual, teoricamente, persiste, até ser afetado
por perturbacgdes.

Segundo Pinto-Coelho (2000), a sucesséao primaria ocorre em substratos
recém formados e a sucessdo secundaria ocorre em comunidades
preexistentes seguido apds certo disturbio, seja natural ou ndo. Este processo
se desenvolve com a colonizacdo das espécies, comecando com as pioneiras,
as quais se adaptam as limitagbes, criando condigbes edafoclimaticas

favoraveis para o advento de grupos mais exigentes, as secundarias. Tais
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espécies, pouco exigentes em luz, sequencialmente criam condi¢cdes
favoraveis para as espécies que compdem o estadio final da sucesséo florestal,
as espécies climax, formadas por poucos individuos, porém com grande
diversidade de espécies (ALMEIDA, 2000).

2.2. Diversidade microbiana do solo e sua funcéao

Quando se fala em perda de diversidade, degradagéo e conservacao de
ecossistemas, 0 que se pensa € somente a diversidade vegetal, animal,
conservacao e recuperagcao de plantas superiores (MOREIRA e SIQUEIRA,
2002). Porém, o solo e a sua diversidade microbiana constituem o substrato
que “alimenta” a floresta, sendo sua conservacgao de extrema importancia para
o0 estabelecimento e sustentabilidade dos ecossistemas.

Souza e Silva (1996) destacam que a degradacao do solo constitui uma
das acdes mais negativas do homem sobre o meio ambiente, pois pode ser
vista como processo de reducdo da capacidade agricola, que pode ocasionar
transformacdo de éareas florestais em areas desertificadas pela erosdo de
encostas e vias de transporte, assoreando os cursos d’agua e represas,
comprometendo o fornecimento de agua potavel e aumentando os problemas
urbanos e, numa visdo mais global, alterando o clima do planeta.

Como o solo & considerado um habitat extremamente peculiar em
relacdo a outros habitats terrestres, devido a sua natureza complexa, dinamica
e heterogénea, isso Ihe permite abrigar organismos de diferentes metabolismos
interagindo de forma dinamica e equilibrada, favorecendo uma larga
biodiversidade (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Cada microhabitat do solo
apresenta determinada quantidade de nichos para a comunidade microbiana.
Assim, quanto mais simples o habitat, menor serd& o numero de nichos
disponiveis e quanto mais complexos maior; e, esse nivel de complexidade
pode ser ocasionado também pela propria atividade microbiana, através da
decomposicdo enzimatica de alguns compostos, imobilizacdo de certos
nutrientes minerais do solo e outras atividades metabdlicas (CARDOSO, 1992).

Azevedo (1998) relata a importancia das bactérias e fungos na
realizacdo de importantes transformacdes metabdlicas, controle biolégico de

doencas e pragas, fixacao biolégica do nitrogénio atmosférico, degradacgéo de
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residuos vegetais e téxicos, e fabricantes de varios produtos Uteis ainda
desconhecidos, sendo responséveis por importante papel na sobrevivéncia de
outras espécies, sobretudo a humana. Marchiori Janior e Melo (1999)
enfatizam ainda que os organismos do solo interagem intensivamente com as
particulas do solo e sdo responsaveis por inUmeros processos bhioldgicos e
bioquimicos, essenciais para garantir a sustentacdo do ecossistema onde
vivem.

A diversidade microbiana que existe no solo se relaciona com a
diversidade vegetal. Desse modo, a distribuicdo dos microrganismos presentes,
interagindo com as plantas, € de extrema importancia para a sua distribui¢do e
estabelecimento, sendo a conservacgao da biota do solo intrinsecamente ligada
a recuperacdo e conservacdo do meio ambiente. Cardoso e Freitas (1992)
salientam que do mesmo modo que a parte aérea das plantas sofre evolucéo
ao longo do tempo, a microbiota sofre uma selecdo natural dos microrganismos
mais adaptados para se multiplicarem e reproduzirem em rizosferas e raizes de
diferentes plantas. A presenca de diversos nichos, propiciados por diversos
nutrientes organicos liberados pelas raizes de variadas espécies de plantas,
faz com que haja selecdo de espécies microbianas e a predominancia delas,

num determinado substrato, num certo momento.

2.3. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Ao longo do tempo, 0s microrganismos sofreram processos
evolucionarios a ponto de estabelecer caracteristicas que I|hes
proporcionassem coexisténcia com diferentes seres vivos, destacando como
exemplo as simbioses entre plantas e microrganismos heterotroficos, entre
elas, as micorrizas, formadas por associacdo entre determinados fungos do
solo e raizes de plantas, na maioria superiores (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).
Segundo os autores, ha evidéncias de que as micorrizas surgiram ha cerca de
400 milhdées de anos, mediante estudos em raizes fossilizadas, que coincide
com o aparecimento das primeiras plantas terrestres.

Dentre os tipos de micorrizas existentes, destacam-se as ectomicorrizas
(ECM) e as endomicorrizas do tipo arbuscular (MA), por ocorrerem em
espécies vegetais de importancia econbmica. As ectomicorrizas se

caracterizam por uma penetracao intercelular do cortex e formagao da “rede de
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Hartig” pelas hifas (SILVEIRA, 1992; MIRANDA e MIRANDA, 2001), onde
ocorrem principais trocas de nutrientes entre fungo e planta, e pela formacao
de um manto de hifas, externo a raiz, induzindo as mudancas anatémicas nas
raizes, que permite a identificacdo a olho nu, protegendo-a fisicamente contra
microrganismos patogénicos do solo, e possibilitando maior exploragéo do solo,
como se fosse uma extensao do sistema radicular (MIRANDA e MIRANDA,
2001). Segundo 0os mesmos autores, as micorrizas arbusculares, apresentam
hifas com penetracao intercelular e intracelular. De acordo com Silveira (1992),
h& também formacao de arbusculos, principais responsaveis pelas trocas de
nutrientes entre fungo e planta ndo existindo alteragcdes morfolégicas nas
raizes visiveis a olho nd. Assim, sua identificacdo s6 é possivel por meio de
analise microscopica ou por microscopio esterioscopio (lupa) (MIRANDA e
MIRANDA, 2001).

A micorriza, juntamente com os liquens, é considerada a forma mais
antiga de relagdo simbidtica envolvendo organismos heterotréficos com
autotroficos, com a formacdo de estruturas especializadas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

Os FMA podem ser encontrados em plantas herbaceas, arbustivas ou
arboreas, que ocupam os mais diversos ecossistemas, como florestas,
desertos, dunas, savanas, campos e agroecossistemas, sendo invariavelmente
associados a maioria das plantas nativas dos tropicos e a espécies de
interesse econdmico como café, soja, milho, sorgo, maca, citrus, feijao, entre
outras. Assim, vé-se a importancia de incentivos aos estudos sobre a ecologia
desses simbiontes obtendo-se um inventario mais completo de sua diversidade
taxondmica, fisioldgica e genética, podendo essas informacfes serem
interessantes e a selecdo de isolados eficientes para a aplicacdo em processos
biotecnoldgicos de interesse agricola e ambiental (SIQUEIRA et al., 2002).

Como exemplo de ocorréncia natural de MA’s, estdo as espécies onde
foram observadas coloniza¢cdes micorrizicas: eucalipto, seringueira, fedegoso,
ipé-mirim, flamboyant, cedro, pau-ferro, aroeirinha, pinha do brejo, tento,
guatambu, jatoba, entre outros (MOREIRA E SIQUEIRA, 2002). De acordo os
autores, os FMA sdo fungos benéficos que estabelecem associacdes
simbiéticas com as raizes das plantas vasculares, principalmente

Angiospermas e Gimnospermas. Distribuidos em quatro ordens
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Archaeosporales, Glomerales, Paraglomerales, Diversisporales, e sete familias,
Gigasporaceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Archeosporaceae,
Paraglomeraceae, Diversisporaceae, Geosiphonaceae (SCHUBLER, et al.,
2001) e Pacisporaceae (OEHL e SIEVERDING, 2004). Todas formando
associacdo mocorrizica do tipo arbuscular, com excecao da Geosiphonaceae.

Trufem (1990), sugere a existéncia de adaptacdes fisioecologicas dos
FMA aos diferentes tipos de ambientes. A sua diversidade diferencia-se quanto
a efetividade (MIRANDA E MIRANDA,1997), sendo necessério o conhecimento
da capacidade de multiplicar-se no solo e sua influéncia no crescimento de
plantas hospedeiras, nas diversas condi¢des de fertilidade do solo, salientando-
se a importancia da identificacdo das mais eficientes combinac¢des solo-fungo-
planta (MIRANDA E MIRANDA, 2001).

Silveira (1992) relata que o micélio externo dos fungos que formam
simbiose participa na agregacao de particulas do solo, principalmente gréos de
areia, como observados em dunas. CORDIKI e RINCON (1997) também
observaram este fato, e constataram que 97% das trinta e sete espécies de
plantas distribuidas pela praia, ao longo de um gradiente sucessional, em um
sistema tropical de dunas de areia, Sdo micorrizicas.

Além disso, as micorrizas agem na estabilizacdo dos agregados do solo,
por meio da deposicdo de material amorfo entre as particulas de areia e as
hifas (SILVEIRA, 1992), favorecendo a estruturacdo do solo, um dos fatores
fundamentais para a manutencédo de espécies vegetais. Nobrega et al. (2001)
observaram beneficio da inoculacdo com Glomus etunicatum e da adubacéo
fosfatada para a colonizacdo micorrizica e estabilidade de agregados de solo.
O fator responsavel por esse beneficio é a producdo de glomalina pelo fungo,
uma proteina produzida naturalmente pela hifa, que contribui para a agregacao
das particulas do solo (RILLIG et al., 2002).

A associacdo micorrizica promove incrementos na absorcdo de
nutrientes do solo porque as hifas finas dos fungos apresentam maior
capacidade de absorverem nutrientes, quando comparadas as raizes da planta
hospedeira. Dessa forma, a planta hospedeira utiliza minerais acumulados pelo
fungo, que, em troca utiliza carboidratos produzidos pela planta durante o
processo de fotossintese (MACCHERONI JUNIOR et al. 2004).
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Trabalhos realizados para testar eficiéncia de FMA comprovam esse
fato. Chaves et al. (1995), constataram incremento no crescimento de mudas
de Jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra (Vell.)), inoculadas com Glomus
fasciculatum e Gigaspora margarita; Chaves (1996) observou semelhante
beneficio em mudas de Vinhéatico (Plathymenia foliolosa Benth) e Jacaranda-
da-bahia (Dalbergia nigra (Vell.)), constatando maior absorcao de fésforo por
mudas micorrizadas. Do mesmo modo, Silva et al., (2004), observaram maior
incremento no crescimento das mudas de maracujazeiro-doce (Passiflora alata
Curtis) micorrizadas com Gigaspora albida Schenck & Smith, em relacédo as
mudas ndo micorrizadas, ainda em trabalho com a Hancornia speciosa Gomes,
Costa et al., (2005), verificaram que esta planta se beneficiou da absor¢céao de P
guando esporos de FMA nativos da sua rizosfera foram inoculados; assim
como constatado por Anjos et al. (2005) com a Passiflora alata Curtis. Chaves
e Borges (2005), constataram maior eficiéncia de utilizacdo de fosforo e maior
eficiéncia radicular de mudas de jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra (Vell) Fr.
Allem) micorrizadas com Gigaspora margarita e com Glomus fasciculatum,
guando comparadas com mudas nao micorrizadas.

Outro beneficio da associagdo micorrizica € o incremento na tolerancia
de plantas a salinidade como € relatado por Yano-Melo et al. (2003), em que se
observou incremento na tolerancia ao estresse salino em Musa sp. inoculadas
com FMA.

A distribuicdo espacial dos fungos micorrizicos no solo e a dependéncia
micorrizica das espécies vegetais proporcionam a composicdo e
estabelecimento de espécies vegetais no ambiente. Allen et al. (1989),
comenta que o vento € um importante agente dispersor de microrganismos,
influenciando a composicédo de espécies de plantas no ambiente, podendo os
fungos micorrizicos arbusculares sobreviver em habitats diferentes do original.

Janos (1980 b), relata que a dependéncia micorrizica pode influenciar a
sucessao vegetal natural, devendo ocorrer espécies micotroficas obrigatorias e
facultativas que sdo dependentes de micorrizacdo para a aquisicdo mineral e
espécies nao micotréficas que atingem a maturidade reprodutiva sem a
presenca de micorrizas. De acordo com o mesmo autor, a sucessao pode
resultar na intera¢cdo micorrizica quando uma comunidade de planta dominada

por micotréficas facultativas promove no solo um enriguecimento temporario na
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fertilidade. Desse modo, a dependéncia pode variar com o nivel de fertilidade
do solo, fato este comprovado por Chaves e Borges (2001/2002), que
obsservaram redu¢édo da dependéncia micorrizica do Jacaranda-da-bahia com
0 aumento de doses de fosforo adicionadas ao solo.

Em muitos casos, a colonizagdo micorrizica ndo estad relacionada
somente com a quantidade de esporos, pois estes podem encontrar-se
invidveis, jovens ou ainda dormentes, ocorrendo entdo por outros propagulos
infectivos, como raizes colonizadas e micélios flngicos. Assim, um solo
considerado com alta capacidade infectiva por FMA é aquele que apresenta
maior capacidade de colonizar plantas, ndo sendo necessario apresentar maior
guantidade de esporos de fungos micorrizicos. Isso pode ser comprovado com
realizagéo de bioensaios, calculando-se o niumero mais provavel de propagulos
infectivos de FMA do solo (NMP), como o adaptado por Feldman e ldczak
(1994).

Janos (1980a), confirma que muitas espécies de plantas de floresta
umida sdo micotréficas. Segundo Fischer et al. (1994), distarbios no
ecossistema, provocados pelo homem, afetam a ciclagem de nutrientes e
podem requerer a formacdo micorrizica para refazer e promover o
estabelecimento de comunidades de plantas.

Mediante o exposto sobre associacbes entre FMA e plantas, Faria e
Chada (2004) enfatizam que o0 uso de espécies que estabelecem associacdes
simbidticas, como as associacdes com fungos micorrizicos, podem significar

uma economia de recursos e tempo no processo da sucessao secundaria.

2.4 Associacdo de Leguminosas arbdéreas com Rizébios

A cobertura vegetal arborea se constitui num valor incalculavel para o
meio ambiente, como protetora dos mananciais, modificando o clima,
favorecendo a fertilidade dos solos e ainda regulando a distribuicéo de sais nos
lencais freaticos, além da importancia econémica. Dentre as espécies vegetais
importantes para a recuperagdo e manutencdo dos ecossistemas, estdo as
espécies leguminosas, que, em sua maioria, desempenham papel importante

para a natureza, participando de um dos processos microbiolégicos mais
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importantes: a fixacdo biologica de nitrogénio pelas bactérias conhecidas
genericamente por rizébios (LEITAO, 1997).

De acordo com Primavesi (1980), o nitrogénio € um nutriente essencial a
vida terrestre, sendo crucial para toda vida terrestre, uma vez que todas as
proteinas sdo formadas a base de nitrogénio, onde a sua principal fonte de N é
o ar atmosférico, em que pequenas partes entram pelo contato direto do ar com
o solo, outra é adicionado no solo pelas chuvas através de descargas elétricas
e a maior parte pela fixacdo bioldgica por bactérias.

Os animais, vegetais e a maioria dos microrganismos dependem deste
elemento, pois 0 imenso reservatorio de N que compde cerca de 78% da
atmosfera ndo é acessivel a todos os eucariontes (incluindo as plantas) e a
maioria dos procariontes. Apenas uma parcela relativamente pequena das
espécies de procariontes sdo capazes de reduzir o N atmosférico (N2) para a
forma inorganica combinada NH3; que pode entdo se tornar disponivel para as
plantas e outros organismos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Esses microrganismos sdo chamados de bactérias diazotréficas. Elas
utilizam, para o funcionamento do seu metabolismo, o nitrogénio, possuindo
um complexo enzimatico chamado nitrogenase, que transforma o N em amoénia
gue sera aproveitado pelas plantas, formando aminoacidos e proteinas. Esse
processo € chamado de Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) (NEVES e
RUMJANEK, 1998).

As bactérias diazotroficas incluem bactérias de vida livre, bactérias
associativas, actinorrizas e rizoébios (CAMPELLO, 1996; NEVES e RUMJANEK,
1998; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). Segundo Moreira e Siqueira (2002), ha
atualmente seis géneros e 31 espécies de rizébios descritos distribuidos em
guatro familias: Bartonellaceae, onde se encontra o género Bradirhyzobium;
Brucellaceae, onde se encontra o género Azorhyzobium; Phyllohuterioceae,
onde se encontra o0 género Mesorhyzobium; e, finalmente, a familia
Rhizobiaceae, onde se encontram os géneros Rhyzobium, Sinorhyzobium, e
Allorhyzobium; denominados conjuntamente como rizobios.

Os rizbébios sdo microrganismos rizosféricos que estabelecem
associacfes simbioticas com a maioria das leguminosas e algumas nao
leguminosas, formando estruturas especiais nas raizes ou caule, denominadas
nddulos (NEVES e RUMJANEK, 1998; HUNGRIA et al, 1997). Estas bactérias
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fixam nitrogénio, formando nédulos com as plantas e fornecendo este nutriente
para a sua nutricdo (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002). De acordo com Neves e
Rumjanek (1998), sdo microrganismos heterotréficos comuns em solos tanto
de regifes temperadas com em regides tropicais.

O processo em que se estabelece a simbiose se desenvolve em: a) pré-
infeccdo, que é o reconhecimento dos simbiontes e interagbes entre as
superficies da bactéria e da planta; b) infeccdo da planta pela bactéria e
formacdo do nddulo; c) funcionamento dos ndédulos, ou seja, a fixacdo de
nitrogénio. Todos esses passos dependem e podem variar em funcdo dos
genotipos da planta e da estirpe envolvida, bem como de fatores ambientais
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

O rizébio pode viver saprofiticamente sem fixar N, no solo, porém
interagindo com os demais microrganismos competindo com outras estirpes
pelos sitios de infeccdo (FREIRE, 1992). Esta competitividade das bactérias e
sua consequente sobrevivéncia podem ser afetadas por fatores edafoclimaticos
e biologicos. Os fatores abidticos do solo podem afetar tanto a populacao
nativa do solo como as condi¢Bes para o estabelecimento de novas estirpes
(LEITAO, 1997). Dentre esses fatores estfo as deficiéncias nutricionais, como
a falta de fosforo, fator limitante em solos tropicais (MOREIRA e SIQUEIRA,
2002). Este fato foi demonstrado por Burity et al. (2000), que concluiram que a
dupla inoculacéo rizébio e micorriza apresentou maior eficiéncia na nodulacao,
e atividade da nitrogenase em relacdo a inoculacdo apenas com rizobio em
mudas de sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth). Ainda, Patreze e Cordeiro
(2004), trabalhando em reflorestamento de area ribeirinha com as espécies
Mimosa bimucronata (DC) O. Kuntze, Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenam
e Parapiptadenia rigida (Benth) Brenan, sugeriram a vantagem de usar a dupla
inoculagcdo rizobio/micorriza em mudas dessas espécies para o0
reflorestamento.

Outro fator abidtico é teor de nitrogénio mineral do solo (FREIRE, 1992),
pois quando limitado poderd restringir sua atividade. Caracteristicas
relacionadas a estrutura e a textura do solo podem afetar a populacdo de
rizébios no solo, proporcionando maior numero total de microhabitats e

umidade adequada, favorecendo o estabelecimento desses microrganismos
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(NEVES e RUMJANEK, 1998). Além disso, a acidez do solo pode favorecer a
dominancia de estirpes a um determinado pH (LEITAO, 1997).

Dentre os fatores bidticos estdo a competitividade entre estirpes.
Segundo Freire (1992), algumas estirpes de rizobios variam quanto a rapidez
relativa em dominar os sitios de nodulacdo quando em presenca de outras
estirpes. Estirpes com altas competitividades, introduzidas em uma &rea
juntamente com outras, podem ir perdendo sua competitividade, ao passo que
outras, com baixa ocupacdo Iinicial, se adaptam e ressurgem em alta
percentagem nos nédulos. Bala et al. (2003a) sugerem que h& maior
diversidade de rizébios no centro de diversidade de leguminosas hospedeiras,
apresentando melhor habilidade de nodulacdo, do que em locais onde foram
introduzidas.

Esse grupo funcional, as bactérias fixadoras de nitrogénio, favorece o
desenvolvimento da planta e conseqlientemente 0 seu estabelecimento,
favorecendo assim o andamento da sucessao natural de um determinado local.
Como exemplo Santos et al. (2005) falam do bom acumulo de N-total e bom
rendimento de biomassa seca na parte aérea nas plantas de amendoim
associados com a maioria dos rizobios nativos da regido Nordeste brasileira,
guando comparados com o controle.

A diversidade genética dentro da populacdo de rizébio no ambiente
natural esta relacionada a alta capacidade de multiplicacdo, variacdes e
mutacdes, e também devido aos processos nhaturais de transferéncia genética
(FREIRE, 1992). Desse modo, Rodriguez-Echeverria et al. (2003), analisando
a diversidade genética de rizébios concluiu que a ampla distribuicdo geografica
dessas bactérias indica uma extraordinaria habilidade de crescer e se
multiplicar em diferentes tipos de solos.

Em adicdo, a diversidade fenotipica é feita baseada em observacoes
morfolégicas em meio de cultura, sendo utilizadas, para descrever a maioria
dos géneros de bactérias nodulantes, a técnica do plagueamento, onde se
observa as caracteristicas culturais (JORDAN, 1984).

Segundo Santos (2001), o estudo da diversidade das bactérias,
baseado em caracteristicas culturais, envolve varios parametros a serem
avaliados como, o tempo que as bactérias levam para formar colbnias

individuais em meio de cultura, o diametro das colbnias, a forma, a cor, a
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producéo de &cido e &lcali, a producdo de muco, entre outros. A autora afirma
gue as espécies de bactérias costumam formar colénias de tamanho e forma
caracteristicas intrinsecas a elas, com isso o desenvolvimento das suas
coldénias na superficie dos meios com agar ajudam na sua identificacao.
Quando vérios grupos sdo plaqueados, geralmente € possivel identificar e
isolar colénias com base na sua aparéncia e, posteriormente, separa-las em
cultura pura.

Porém, as desvantagens que o método de analise das caracteristicas
culturais apresentam para a avaliacdo da diversidade microbiana podem ser
citados como selecdo de grupos em funcdo do meio de cultura utilizado,
competicdo e sinergismo entre os diferentes grupos. Entretanto, € um método
rapido para uma analise prévia da diversidade, tendo como principal vantagem
a obtencdo do microrganismo isolado que podera ser armazenado e usado
posteriormente (SANTOS, 2001).

Silva (1999) encontrou maior diversidade de bactérias fixadoras de
nitrogénio na mata nativa e em area de mata secundaria com 18 anos de
recomposicao, salientando que o desmatamento e a atividade agricola causam
consideraveis efeitos de impacto ambiental sobre a comunidade dessas
bactérias fixadoras, sugerindo entdo que a populacdo de rizobios nativos de um
ecossistema pode ser utilizada como um indicador da qualidade do solo.

Em adicao, foi observado por Zilli (2000), que a diversidade do rizobio
capaz de nodular caupi, também foi reduzida quando foi implantado cultivo da
Soja, apos retirada da vegetacdo nativa do cerrado, evidenciando assim que a
monocultura ocasiona efeitos negativos da sobre a diversidade de rizobios.

Gehring et al. (2005) concluiram que vegetacdo com presenca de
leguminosas, ao longo de uma sucessdo secundaria, € dominada
potencialmente por espécie fixadoras de N,. Desse modo, eles consideram a
FBN importante para a sucessao secundaria, pois em floresta tropical madura a
FBN € baixa, devido a deficiéncia de P e N nesse tipo de ecossistema,
desfavorecendo o processo.

Sendo assim, o0 uso de espécies leguminosas, que estabelecem
associacdes simbioticas com bactérias fixadoras de nitrogénio, pode acelerar o
processo de sucessédo vegetal, beneficiando recuperacédo de uma area. Essas

espécies possuem capacidade de se estabelecerem em condi¢gBes adversas de
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fertilidade, proporcionando uma maior ciclagem e acumulo de nutrientes no
solo, devido ao aporte de biomassa via serrapilheira, o que favorece a
germinacdo de propagulos, contribuindo assim para o estabelecimento das
plantas (FARIA e CHADA, 2004).

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado utilizando-se amostras de solo coletadas no
Jardim Botanico do Recife, compreendendo um fragmento de 8,53 hectares de
Floresta Ombréfila Densa, localizado na regido metropolitana da cidade do
Recife — PE. (Figuras 1, 2 e 3). Encontra-se a 08° 04' de latitude sul e 34° 55'
de longitude oeste. A reserva esta situada numa area com predominéncia de
Argissolos Vermelho-amarelos distréficos. O clima é classificado como AS’
tropical costeiro, apresentando médias de temperatura entre 23°C e 28°C no
verdo e com precipitagcdo média anual de 1.651 mm / ano, com maxima de
2.840 mm / ano.
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Figura 1. Mapa do estado de Pernambuco — Brasil.
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http://www.recifeguide.com/

26

Figura 2. Foto aérea do Jardim Botanico do Recife-PE.
Fonte: Fidem, escala: 1/6000, 13/06/1997

Jardim Botanico (dréa de mata)

Figura 3. Mapa de locacao do Jardim Botanico do Recife-PE.
Fonte: Geosere / UFRPE (2005)

3.1. Coleta do solo para carcterizagcdo quimica e fisica, a avaliacao
do NMP e rizébios

A éarea foi subdividida em oito sub-areas, coletando-se uma amostra

compostas de cada sub-area, perfazendo oito amostras compostas.

3.1.1. Caracterizacdo quimica e fisica do solo

As amostras foram submetidas a analises fisicas e quimicas de acordo
com metodologia proposta pela EMBRAPA (1997) (Tabelas 1 e 2)



Tabela 1. Atributos fisicos do solo oriundo do Jardim Botanico do Recife, PE
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Amostra Prof.

(cm)

Densidade
(g/cm3)

Global Particula

Porosid

total

%

Granulometria

Areia Argila Silte

(%)

Silte/argila

Classe do
Solo

Argila

dispersa em floc. (%)

H20 (%)

Grau de

Umidade na base

de massa

1/3 Atm 15 Atm

H20
disponivel

Al

A2

A3

Al

A5

A6

A7

A8

0-20

0-20

0-20

0-20

0-20

0-20

0-20

0-20

1,17

1,17

1,16

1,20

1,19

1,15

1,15

1,15

2,70

2,70

2,53

2,56

2,60

2,74

2,74

2,60

56,67

56,67

54,12

53,32

54,24

58,19

58,19

55,91

62,4

62,4

61,4

66,4

65,4

59,4

59,4

65,4

28,6

28,6

27,6

23,6

25,6

30,6

30,6

25,6

9

11

10

10

10

0,31

0,31

0,40

0,42

0,35

0,33

0,33

0,35

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

Franco
Argilo
Arenoso

18,31

18,32

10,32

8,32

9,32

20,32

20,32

12,32

35,90

35,94

62,61

64,75

63,59

33,59

33,59

51,88

12,11

12,79

16,19

11,94

14,16

14

14,53

13,37

6,21

6,93

8,45

7,25

8,33

9,32

9,65

8,29

5,90

5,86

7,74

4,69

5,82

4,68

4,88

5,07




Tabela 2. Atributos Quimicos do solo oriundo do Jardim Botéanico do Recife, PE
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AMOSTRA CTC pH P Na* K*  ca'®Mmg™? ca® A m@®) v(®%) H+Al C.O. M.O.
dgua  mgldm® e (cmolc/ dm?®) —ceememmememeeeee e g/Kg -

Al 6,08 4,40 6 0,16 0,30 1,11 0,71 0,81 34,03 25,82 451 13,82 23,9
A2 6,51 4,41 6 0,17 0,29 1,10 0,70 0,80 33,89 2396 4,95 13,88 23,94
A3 6,01 4,41 7 0,20 0,26 2,00 1,55 1,00 28,90 29,89 577 12,47 21,50
A4 8,23 4,13 6 0,08 0,25 0,90 0,55 1,60 56,53 20,46 4,78 11,06 19,07
A5 7,38 5,05 7 0,13 0,33 2,55 1,60 0,75 19,94 40,78 4,37 15,18 26,17
A6 9,13 4,30 1 0,11 0,16 2,14 096 1,14 32,11 26,39 6,72 14,29 24,12
A7 9,13 4,20 1 0,12 0,15 2,15 095 1,15 3221 2650 6,75 14,32 24,69
A8 10,70 4,10 1 0,09 0,21 3,4 1,50 1,05 22,10 3457 7,00 13,01 2243
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3.1.2. Avaliacdo do Numero Mais Provéavel de propagulos infectivos de
FMA

Utilizou-se a metodologia do Numero Mais Provavel (NMP), adaptada
por (FELDMANN e IDCZAK, 1994), em que as amostras de solo coletadas
foram diluidas, utilizando areia lavada como diluente, a qual foi autoclavada por
1 hora, trés vezes consecutivas, com intervalo de 24 horas, e em seguida
secas em estufa. Utilizou-se o milho (Zea mays, L.), como planta hospedeira.
As amostras de solo foram diluidas nas proporc¢des de 0, 1:10, 1:100 e 1:1000.
Na diluicdo de 1:10 tomou-se uma parte do solo-indculo (solo da &rea) e nove
do diluente; para a segunda diluicdo colocou-se uma parte da diluicdo de 1/10
e nove do diluente; e, para a ultima diluicdo, uma parte da diluicdo de 1:100 foi
misturada com nove partes do diluente. As amostras diluidas foram colocadas
em tubetes de 150 g, com cinco repeti¢cdes, totalizando 160 unidades. Cada
tubete recebeu duas sementes de milho, que foram desinfestadas com alcool
etilico (50%) por 1 min e hipoclorito de sodio (10%) por 30 segundos. Apos a
germinacao, apenas uma plantula foi mantida.

Apos trinta dias, todo o sistema radicular foi lavado, clarificado com KOH
(10%) e corado com Trypan Blue, seguindo a metodologia de Phillips e
Hayman (1970), para verificar a presenca de estruturas de FMA. Para o célculo
do NMP apenas 3 numeros séo requeridos. O primeiro corresponde ao numero
de repeticdes que estavam colonizadas na diluicdo 1:10; o segundo e terceiro
nameros correspondem as duas maiores diluicbes. O resultado da combinacao
dos 3 numeros € encontrado na tabela de Cochran (FELDMANN e IDCZAK,
1994) do NMP. Para obter o NMP de propagulos.cm™ do solo amostrado, o

valor obtido na tabela foi multiplicado por 100.

3.1.3. Isolamento e caracterizagcdo dos rizobios

Para capturar os rizobios presentes nas amostras de solo, plantas de
feijdo caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) foram cultivadas em vasos contendo
0 solo da area, em 3 repeticbes. As sementes de caupi foram previamente

desinfestadas com alcool etilico a 70% por 30 segundos, para reduzir a tensao
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superficial, e hipoclorito de sédio a 2% por 3 minutos e 10 lavagens sucessivas

em agua destilada.

A irrigacdo foi realizada com &gua filtrada, mantendo-se o solo na
capacidade maxima de retencdo de umidade (VINCENT, 1970). Os nddulos

foram coletados 40 dias apds a emergéncia das plantulas.

e |solamento do rizébio formador de nédulo

Os nédulos coletados foram tratados com uma solucao de alcool etilico a
70% por 1 minuto, para quebrar a tenséo superficial, e com uma solucéo de
hipoclorito de sb6dio a 5% por 2 minutos, para desinfesta-los
superficialmente, sendo em seguida, lavados, por 10 vezes, com agua
destilada para retirar o excesso de hipoclorito de sodio. Apds esse
tratamento, foram levemente pressionados com uma pin¢a sobre uma placa
de petri, contendo meio YMA (extrato de levedura, manitol e agar),
conforme descrito por Vincent (1970). Apds a inoculacéo, as placas foram

incubadas a 28°C até o aparecimento e desenvolvimento das col6nias.

e Caracterizacao fenotipica

A caracterizacao fenotipica dos isolados foi adaptada de Vincent (1970),
sendo observado, de cada um dos isolados as seguintes caracteristicas: 1)
Tempo de crescimento (tempo necessario para 0 aparecimento de uma
colénia); 2) pH do meio apdés o crescimento celular (determinado pela
coloracdo do meio de cultura contendo azul de bromotimol, onde o0s
isolados acidificantes tornam o meio amarelo e os alcalinizantes tornam o
meio verde azulado e o0s neutros ndo modificam a coloracdo do meio de
cultura); 3) Tamanho da colénia em mm; 4) Transparéncia da colénia; 5)
Cor da colbnia; 6) Presenca ou auséncia de muco produzido pelas células;

7) Elevacéo da colbnia.

e Codificacao



31

ApOs a caracterizagdo morfofisioloégicas os dados foram codificados
(Tabela 3) visando a utilizagdo do programa NtsysPC para o

agrupamento que so6 aceita informacgdes binarias.

Tabela 3. Codificacdo das caracteristicas fenotipicas dos isolados de rizdbios

Caracteristica Padronizagao Caédigo
Correspondente

Tempo (em dias) 1 2 0 1
pH Acido Neutro ou alcalino 0 1
Tamanho Puntiforme, 1 e 1,5 mm >2 mm 0 1
Transparéncia Opaco Transparente 0 1
Cor Branca Amarela 0 1
Elevacédo Sem elevacgéo Com elevacao 0 1
Presenca de muco N&o ou Pouca Média e muita 0 1

Analise dos dados

A partir da caracterizacdo morfofisiologica, agruparam-se os isolados
obtidos, utilizando o algoritmo UPGMA e a matriz de similaridade Jaccard no
programa NtsysPC. Uma vez construida a matriz, foi feito um dendrograma
com a finalidade de separar os grupos de isolados com maiores similaridades.
Apoés agrupados, foram calculados os indices de diversidades dos isolados.
Para isto, cada grupo morfoldgico, foi considerado como um taxon. Utilizou-se
0s seguintes indices:

Sobs

1. indice de Shannon-Weaver (H) —» H = _Z Pi1og. P onde p =
i1

-ésimo

proporcao de individuos do i taxon em relacdo ao total de individuos.

2. Indice de Margalef (D) — D:W’ onde S € 0 numero de taxon
n

(grupos) e N o numero total de individuos na amostra.

3.2. Coleta do solo extracédo de esporos de FMA

Em estudo simultdneo sobre a regeneracdo natural da vegetacdo do

Jardim Botanico do Recife, foram demarcadas 33 parcelas (5 x 5 m), nas quais
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foram coletadas, quatro amostras de solo por parcela até 20 cm de
profundidade, perfazendo um total de 132 amostras simples, compondo 33

amostras compostas.

3.2.1. Extracao, preparo das laminas e identificacdo dos esporos de FMA

As amostras foram secas a temperatura ambiente, e acondicionadas em
sacos plasticos transparentes, sendo posteriormente armazenadas sob
refrigeracdo até o momento do processamento.

Os esporos de FMA foram extraidos de 100 g de solo de cada uma das
amostras compostas, utilizando-se a técnica do peneiramento Umido
(GEDERMANN e NICOLSON, 1963), seguido de centrifugacdo em agua e
sacarose (JENKINS, 1964), sendo utilizado neste estudo a concentracdo de
sacarose a 50%. Os esporos recolhidos em peneiras de 840um e 45um foram
transferidos para placa canaletada e quantificados ao estereomicroscopio
(40x). Em seguida os esporos foram agrupados, de acordo com suas
semelhancas morfologicas e montados em laminas contendo resina de alcool
polivinilico e lactoglicerol (PVLG) e em reagente de Melzer + PVLG (WALKER,
1979), sendo identificados segundo Schenck e Perez (1990) e descricao
morfologica segundo INVAM (2005).

3.3. Avaliacédo da colonizacdo micorrizica das plantulas

Foram coletadas aleatoriamente, plantulas com altura média de 15 cm,
de seis espécies florestais mais frequentes na regeneracdo natural do Jardim
Botanico do Recife, com cinco repeti¢cdes, de modo que representassem toda a
area, sendo identificadas quanto a espécie, familia e grupo ecoldgico
sucessional, de acordo com especialistas, literatura e observa¢des no campo.
Foram elas: Brosimum discolor Schott (Quiri) e Helicostylis tomentosa
(Poepp.& Endl.) Macbride (Amora do mato) — pioneiras; Dialium guianensis
(Aubl.) Sandw (Pau-ferro da mata) e Siparuna guianensis Aubl. (Cafezinho) —
secundarias iniciais; Eschweilera ovata (Camb.) Miers (Embiriba) e Sorocea
hilarii Gaudich (Sorocea) — secundarias tardias.

Para avaliagdo da colonizacdo micorrizica, utilizou-se raizes finas das

plantulas, as quais foram lavadas e conservadas em alcool etilico a 50% até o
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processamento. As raizes foram clarificadas em KOH (10%), posteriormente
transferidas para solugdo de peréxido de hidrogénio H,O, (10%), acidificadas
com HCI (0,1%) e coradas com Azul de Tripano (0,05%) (PHILLIPS e
HAYMAN, 1970).

ApOGs o0 processamento as raizes foram conservadas em glicerol a 50%
para a determinacao da porcentagem de colonizagéo, avaliada pela intersecéo
dos quadrantes (GIOVANNETI e MOSSE, 1980).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Nimero de esporos de FMA

Constatou-se uma grande variacdo quanto ao numero de esporos
existente ao longo da area (Figura 4). O namero total de esporos de FMA
variou de 3 a 560 por 100 g de solo, na area em estudo, encontrando-se,
dentro dessa variacdo, resultados semelhantes em outros trabalhos em
florestas tropicais (MELO, 2004; MATTEO, 2002; TRUFEM, 1990), e ainda em
caatinga (SILVA et al., 2001; SOUZA et al., 2003). Em toda a area, onde as
parcelas foram analisadas, ha presenca de varias espécies de plantas, em
diferentes estadios sucessionais e diferentes classes de tamanho, e ainda
presenca de diferencas sensiveis de graus de disturbios, podendo tais fatores

ter contribuido para esse resultado (Tabela 5).
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Figura 4. Numero de esporos de FMA nas parcelas distribuidas no Jardim
Botanico do Recife-PE.
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A area é dividida por trilhas em oito subareas e esses locais apresentam
diferentes graus de disturbio, tais como presenca de arvores caidas,
favorecendo o aparecimento de clareiras e outro apresentando o dossel mais
fechado, podendo estar influenciando a densidade de esporos de FMA
presente na area (Tabela 4). Segundo Caproni et al. (2003), nas areas em
recuperacdo mais perturbadas ha maior producdo de esporos de FMA do que
em mata nativa em climax menos perturbada. Os autores observaram que a
densidade de esporos de FMA vai aumentando com a sucessdo até a sua
estabilizacdo, quando entdo a densidade decresce.

Observacdes semelhantes foram feitas por Carrenho et al (2001), onde
observaram aumento do nimero de esporos entre os anos de 1997 e 2001, em
estudo de recuperacéo de uma area de mata ciliar. Esse resultado foi atribuido
ao possivel aumento da biomassa das raizes das plantas e consequentemente
maior producdo de fotoassimilados, que pode ter favorecido a colonizacdo e
producéo de esporos de FMA. De acordo com os autores este fato pode estar
relacionado tanto ao aumento do tamanho da planta, como também ao
aumento do estadio seral onde o volume de raiz de plantas climax € maior que
0 das pioneiras e secundarias.

Esses resultados também podem estar relacionados com a dependéncia
micorrizica, pois a quantidade de esporos de fungos micorrizicos em um solo
sera baixa quando dominar uma comunidade de plantas ndo micotréficas, ou
micotroficas facultativas em solo fértil, e serd alta, quando houver plantas
micotroéficas facultativas em solos pouco férteis ou quando plantas micotroéficas

obrigatédrias estiverem predominando (JANOS, 1980Db).
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Tabela 4. Numero de esporos de FMA presentes nas subareas do Jardim
Botanico do Recife-PE.

Sub-&reas NUmero esporos FMA 1007g de solo

1 85,50

2 117,00

3 124,25

4 34,00

5 9,50

6 112,33

7 41,50

8 140,75
Média 83,10
Desvio Padréo 26,25

Coeficiente de
variacao(%) 31,58

A subéarea 5 apresenta o maior pH, a maior saturagcao por aluminio e
maior quantidade de matéria organica, enquanto que na subarea 8 todos
esses valores foram mais baixos, podendo esse fato ter contribuido para a
diferenca de densidade de esporos entre elas, pois segundo Moreira e
Siqueira (2002), os fungos, em condicdes de estresse, esporulam mais,

como forma de perpetuacdo da espécie.

4.3. Espécies de FMA

Foram encontradas 15 espécies de FMA nas 33 parcelas analisadas,
sendo que, em quatro parcelas encontraram-se esporos inviaveis e em pouca
guantidade, ndo sendo contabilizadas nos resultados (Tabela 5). Estes
resultados foram semelhante aos obtidos por Melo (2004), onde obteve 17
espécies de FMA, dentre as quais 9 foram as mesmas encontradas neste
trabalho sendo elas: Acaulospora mellea Spain & Toro, A. tuberculata Trappe,
A. scrobiculata Trappe, A. foveata Trappe & Gerd, Archaeospora leptoticha
Morton & Redecker, Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus taiwanensis
(Wu & Chen) Almeida & Schenck, G. macrocarpum Tul. & Tul., G. microcarpum

Gerd. & Trappe.
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Em adicdo, Lovelock et al. (2003) trabalhando em floresta tropical na
Costa Rica, obteve 13 espécies de FMA, onde encontrou também, A. foveata,
A. mellea e A. tuberculata, espécies encontradas no presente trabalho.

Houve dificuldade na identificacdo das espécies de FMA porque muitos
esporos estavam inviaveis, visto que a extracao foi feita no solo coletado direto
do campo. Essa dificuldade para identificacdo dos esporos provindos da mata
foi relatada por Melo (2004) que também teve dificuldade na identificacdo
devido a pequena quantidade de esporos extraidos dos solos. Além disso,
Salles e Souza (1998) enfatizam que a caracterizagdo fenotipica pode ser
influenciada por condicbes ambientais e pelo estadio de desenvolvimento dos
esporos. Assim, 0s autores ressaltam a importancia do desenvolvimento de
ferramentas eficientes para a identificacdo dos FMA, de forma a minimizar as
dificuldades dos estudos relacionados a competicdo, sobrevivéncia, disperséo
e eficiéncia das espécies, quando executado em comunidades consideradas

complexas, como as encontradas em solos tropicais.

Tabela 5. N° total de esporos/100g de solo e espécies de FMA encontradas em
um fragmento de Floresta Atlantica, Jardim Botanico do Recife-PE

NO
ESPOROS
PARCELA FMA/100g ESPECIE DE FMA
SOLO

1 55 Glomus sp. 1

3 45 Glomus sp.1,Glomus sp.2, Scutellospora sp.1

4 79 Glomus sp.1,Glomus sp.2, Acaulospora mellea Spain & Toro

5 189 Glomus sp.1, A. mellea

6 184 Glomus sp.1, A. mellea

7 105 Glomus sp.1, A. mellea

8 66 A. mellea , Gigaspora margarita Becker & Hall

9 351 Glomus sp.1, Glomus sp.3, A. mellea

10 181 Glomus taiwanensis (Wu & Chen) Almeida & Schenck

11 109 Archaeospora leptoticha Morton & Redecker, Glomus sp.1 A.
mellea

12 61 Glomus sp.1,Glomus sp.2, A. mellea

13 112 Glomus sp.1, A. mellea

14 119 A. mellea, Glomus sp.1,Glomus sp.2, Acaulospora foveata Trappe
& Gerd.

15 106 A. mellea, Glomus sp.1,Glomus sp.2, Acaulospora scrobiculata
Trappe

16 110 A. mellea, Acaulospora tuberculata Trappe

17 10 Glomus sp.1, A mellea

18 14 Glomus sp.1, A. scrobiculata, A. mellea, A. tuberculata

19 4 A. mellea
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20 9 Glomus sp.1
21 20 Scutellospora sp
23 36 Glomus.microcarpum Gerd. & Trappe, Glomus sp 1
24 4 Glomus spl
26 141 Glomus sp.2 , Glomus sp.1, G. microcarpum
27 160 A. mellea, A. tuberculata, G. microcarpum Glomus sp. 1
28 91 Acaulospora lacunosa, A. mellea
29 235 A. lacunosa, A. mellea, Glomus sp.1
30 77 Glomus macrocarpum Tul. & Tul., Acaulospora lacunosa, A. mellea
38 560 A. mellea , Acaulospora foveata
39 13 A. mellea , Acaulospora scrobiculata
Média 1083
Desvio 115,17
Padéao

Acaulospora, Scutellospora, Sclerocystis, Entrophospora e Gigaspora.
Da mesma forma, Carrenho et al. (2001), constataram que o género Glomus
apresentou 0 maior numero de espécies, seguindo-se de Acaulospora,
Scutellospora, Gigaspora e Entrophospora. Posteriormente, Caproni et al.
(2003), trabalhando em areas revegetadas no Para, observaram que Glomus
foi 0 género com maior numero de espécies em todas as areas amostradas,
seguido pelos géneros Acaulospora, Entrophospora, Scutellospora, Gigaspora
e Archaeospora.

Melo (2004), em remanescentes de Floresta Atlantica, observou maior
freqiéncia de Acaulospora e Glomus; Goto e Maia (2005), em remanescentes
de Floresta Atlantica e em areas cultivadas, no nordeste brasileiro,
encontraram cinco espécies de Glomus. Da mesma forma, Duponnois et al.
(2001) encontraram o Glomus como o0 género de maior numero total de
esporos na regido do Senegal, s6 diferindo de Lovelock et al. (2003) que
encontrou Acaulospora como o género dominante em floresta tropical, porém
poucos esporos de espécies do género Glomus.

O aparecimento freqlente desses taxons pode ser atribuido a sua maior
guantidade de espécies, a sua natural ocorréncia nesse tipo de vegetacao
tropical e a sua resisténcia e adaptacdo a ambientes estressados. De acordo
com Caproni et al. (2003) as espécies do género Acaulospora, sobretudo a A.
mellea, estdo mais adaptadas ao periodo inicial de revegetacdo. Além disso,
Moreira e Siqueira (2002) afirmam que Glomus e Acaulospora apresentam

maior domindncia em ambientes alterados. Em adi¢do, Souza et al. (2003),
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trabalhando em area de Caatinga, constataram que a distribuicdo de
Acaulosporaceae e Glomeaceae ocorreu em solos com baixo pH e/ou baixo
teor de fésforo, como € o caso do solo desse estudo.

B Glomus macrocarpum

B Glomus sp.3

B Archaeospora leptoticha
O Gigaspora margarita

B Scutellospora sp.1

O Scutellospora sp2

B Acaulospora foveata

B Glomus taiwanensis

. O Glomus microcarpum

O Acaulospora tuberculata
O Acaulospora scrobiculata

@ Acaulospora lacunosa
OGlomus sp.2

B Glomus sp.1

B Acaulospora mellea

0 3 6 9 1215182124 2730 3336 39 4245 4851 54 57 60 63
Frequéncia (%)

Figura 5. Frequéncia das espécies de FMA encontradas em parcelas plotadas
no Jardim Botanico do Recife, PE.

Na area, foi observada também uma variacdo de espécies de FMA nas
rizosferas das plantulas recém emergentes coletadas para avaliagcdo de
colonizacdo micorrizica (Tabela 6). Segundo Husband et al. (2002),
trabalhando com plantulas recém emergentes e plantas com cinco anos de
idade, observou que a rizosfera de plantas recém emergentes parece
apresentar maior uniformidade na distribuicdo de espécie de FMA, sendo mais
alta riqueza de espécie por amostra, enquanto que plantulas com cinco anos
de idade sdo quase, exclusivamente, dominadas (82%) por uma espécie.
Podendo entdo esse fato explicar a quantidade de espécies de FMA presentes
nas plantulas do presente estudo.

Tais resultados também podem estar associados as espécies de plantas

estudadas, pois, sugere-se que as diferentes espécies de plantas hospedeiras



39

poderiam ter criado um microclima préprio na sua rizosfera, favorecendo assim
o estabelecimento de determinadas espécies de FMA (CARRENHO et al.,
2001). Caproni et al. (2003) relatam que numa area em revegetacdo, houve
predominio de espécies do género Acaulospora, em especial A.mellea, em
rizosfera de plantas com caracteristicas de espécies pioneiras. Ocorreu
também o predominio dessa mesma espécie de FMA nas rizosferas de todas
as espécies vegetais estudadas no presente trabalho, independente da area
sucessional

Segundo Moreira e Siqueira (2002), como a biota do solo € muito
sensivel a mudangas no ambiente, o estudo da dinamica, diversidade e
ocorréncia de FMA é complexo e de dificil mensuracéo, tendo em vista também
a complexa natureza do solo que € heterogénea. Os autores acrescentam que
se deve levar em consideracdo fatores que sao intrinsecos e de influéncia a
estes microrganismos, além de técnicas mais eficazes para a avaliacdo da
interacdo micorrizica e ocorréncia de tais fungos.

Esta dificuldade foi relatada por Abbott e Gazey (1994) para o
entendimento da competicdo pela interacdo com FMA em solo de campo,
relatando que mudancas nas condicbes do solo poderdo modificar a
dominancia de um fungo particular durante a formac&o micorrizica em solo de
campo, e sendo o distarbio, intencional ou nado, tornar-se-a fonte de mudancas
consideraveis nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas do solo. Os
autores afirmam que, além disso, tais mudancas devem ser consideradas de
forma a contribuir na elaboracdo de um provavel modelo para a avaliagcdo da
ocorréncia e colonizacéo das raizes da planta pelo fungo micorrizico. Segundo
0S autores sera necessario entender padrbes e processos envolvidos no
estabelecimento, manutencdo e mudancas na populacdo de fungos

micorrizicos no solo.
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Tabela 6 . Variagdo do numero total de esporos em 100g de solo de rizosfera, com respectivas espécies de FMA e porcentagem de
colonizacdo micorrizica detectadas nas espécies florestais de maior frequiéncia na regeneracdo natural, em relacéo a classe

sucessional, no Jardim Botanico do Recife, PE.

ESPECIE VEGETAL FAMILIA CLASSE NUMERO DE %COLONIZALCAO FMA ASSOCIADOS
Nome cientifico Nome SUCESSIONAL ESPOROS MICORRIZICA
vulgar
Brosimum discolor (Schott) Quiri Moraceae Pioneira 78,80 14,40 Glomus sp. 1, Glomus
taiwanensis, Acaulospora
tuberculata, A. mellea
Helicostylis tomentosa Amora do Moraceae Pioneira 86,2 29,20 Glomus microcarpum, Glomus
(Poepp.& Endl.) Macbride mato sp 1, A. mellea, A. tuberculata
Glomus sp.2, A. scrobiculata
Diallium guianensis (Aubl.) Pau-ferro da Leguminosae - Secundaria inicial 140,20 31,80 Glomus macrocarpum, A.
Sandw. mata Caesalpinoideae mellea, Glomus taiwanensis, A.
lacunosa, Glomus sp.1, Glomus
sp.2. Glomus sp.3
Siparuna guianensis Aubl. Cafezinho Monimiaceae Secundaria inicial 124,60 36,00 A. mellea, A. foveata, Glomus
sp. 1
Eschweilera ovata (Camb.) Embiriba Lecythidaceae Secundaria tardia 37,80 30,00 Glomus sp. 1, A. mellea
Miers
Sorocea hilarii gaudich Sorocea Moraceae Secundaria tardia 144,20 13,29 G. taiwanensis, Glomus sp.1,
Glomus sp.3, A. mellea.
Média 101,97 25,78
Desvio Padrao 41,62 9,54
Coeficiente de Variacao (%) 40,82 37,03
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4.4. Colonizac&o micorrizica

As espécies arboreas apresentaram percentagens de coloniza¢do que
variaram de 14,4% a 36,0% (Figura 6). As porcentagens encontradas foram
classificadas em: muito alta (> 80%), alta (60 - 79%), média (40 - 59%), baixa
(20 - 39%) e muito baixa (1 - 19%), de acordo com ZANGARO et al. (2002).

Desse modo, considerando a porcentagem média de colonizacédo
constatada para cada espécie da regeneracao natural, elas foram classificadas
como:

Muito baixa: Brosimum discolor (Quiri) — pioneira e Sorocea hilarii (Sorocea) -
secundaria tardia

Baixa: Eschweilera ovata ( Embiriba) - secundaria tardia, Helicostylis
tomentosa (Amora do mato) - pioneira, Dialium guianensis (Pau-ferro da mata)

e Siparuna guianensis (Cafezinho) - secundarias iniciais.
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Figura 6. Porcentagem de colonizacdo micorrizica na regeneracdo das
espécies florestais coletadas no Jardim Botanico do Recife,
PE.

Os resultados obtidos ndo mostraram diferencas na porcentagem de
colonizacéo entre as classes sucessionais. Podem ser considerados entdo, as
diferentes condicBes micorrizicas encontradas entre as espécies estudadas
(Tabela 6). Mesmo baixa, a maior porcentagem de colonizacao foi obtida nas
raizes de Siparuna guianensis, uma espécie secundaria inicial (Figura 6),
diferindo dos resultados de Zangaro et al. (2002), quando observaram

colonizacdo de alta a média entre as espécies arbdreas secundarias iniciais,
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mas assemelhando-se aos mesmos autores que encontraram auséncia, média,
baixa e muito baixa para as espécies secundarias tardias, que no caso desse
trabalho foi encontrado para a Eschweilera ovata e Sorocea hilarii.

Portanto, apenas o resultado encontrado na espécie secundaria tardia
apresentou semelhanca aos resultados de Zangaro et al. (2005), onde
trabalhando em mata tropical, no Parana, encontrou plantas pertencentes ao
inicio da sucesséao apresentando mais alto grau de coloniza¢ao micorrizica que
plantas pertencentes ao estadio avancado de sucessdo, sugerindo que a
relacdo esta entre o sistema radicular das plantas, onde mudas de plantas
pioneiras e secundarias possuem sistema radicular longo, com grande area de
absorcdo e sementes com baixas reservas nutricionais, ocorrendo em
ambientes abertos; enquanto que mudas secundarias tardias e climax,
possuem sistema radicular curto, com sementes com altas reservas
nutricionais, ocorrendo na fase madura da floresta apresentando pequeno ou
nenhuma coloniza¢do micorrizica.

Em adicéo, Gehring (2004) comenta a necessidade de entender o papel
de sementes no desenvolvimento da simbiose com FMA.

Siqueira et al. (1998), estudando a presenca de fungos micorrizicos em
espécies florestais no Sudeste do Brasil, salientaram que espécies de plantas
de estadio sucessional avancado demonstraram baixa susceptibilidade a
colonizacao e baixo grau de micotrofismo. Porém, Janos (1980a), trabalhando
com plantas de floresta tropical, afirma que espécies pioneiras sdo micotroéficas
facultativas e/ou ndo micotréficas porque elas sdo provavelmente capazes de
obter melhor vantagem na captacdo de nutrientes minerais, relatando a
importancia de micorrizas arbusculares (MA) para o crescimento vegetal em
floresta madura. Segundo o autor, esta associacdo além de ser eficiente na
aquisicdo de nutrientes em solos com baixa fertilidade, a maioria das espécies
arboreas de floresta madura parece ser micotrofica obrigatéria, ndo se
desenvolvendo na auséncia desse fungo.

Em geral, a dependéncia micorrizica e a especificidade do hospedeiro e
fungo podem afetar a seqiiéncia em que o estabelecimento da associacdo e a
tendéncia da distribuicdo local acontecem (JANOS, 1980b). Se o hospedeiro é
micotrofico obrigatério, a associacdo esta previamente limitada pela

sobrevivéncia dos parceiros quando associados. Isso € confirmado por Chaves
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e Borges (2001/2002), trabalhando com Jacaranda-da-bahia onde testou o
micotrofismo desta planta, constatando a sua dependéncia micorrizica,
principalmente em solos pobres em fésforo.

Segundo Siqueira et al. (1998), considerando o alto grau de micotrofismo
das espécies, a micorriza pode afetar a capacidade e a competitividade
individual das plantas na comunidade, podendo ocorrer entdo a sucessao,
como consequéncia da interacdo fungo micorrizico e planta, e essa
colonizacdo micorrizica pode ser uma proveitosa ferramenta para o
crescimento da planta e desenvolvimento no reflorestamento tropical.

Foi feita a correlacdo entre o numero de esporos e a colonizacéo
micorrizicas das espécies florestais conforme consta na Tabela 7. Os
resultados mostram que o numero de esporos ndo esta correlacionado a
colonizacdo micorrizica das espécies florestais estudadas, podendo ser
atribuido a colonizacdo acontecer por meio de outras fontes de inoculo, tais
como hifa fungica e fragmentos de raizes colonizadas pelo fungo micorrizico,
pois essas plantulas sédo pertencentes a regeneracdo da area, que se
apresenta muito intensa, estando os sistemas radiculares muito proOximo uns
aos outros. Marinho et al. (2004), trabalhando com as espécies florestais
Acacia mangium Willd e Sclerolobium paniculatum Vogel, inoculadas com FMA,
constatou correlacdo positiva entre a colonizagcdo micorrizica e o0 numero de
esporos da rizosfera dessas espécies. Neste estudo houve correlacao positiva,
porém nao foi significativa, para as espécies Eschweilera ovata e Helicostylis

tomentosa.
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Tabela 7. Correlagdo entre o numero total de esporos de FMA e a colonizagéo
micorrizica nas espécies florestais da regeneragéo natural do Jardim
Botanico do Recife, PE

ESPECIES Correlacéo
Brosimum discolor -0,89**
Diallium guianensis -0,59 ns
Escheweilera ovata 0,06 ns
Helicostylis tomentosa 0,15 ns
Siparuna guianensis -0,53 ns
Sorocea hilarii -0,18 ns

** Sjgnificativo a 1% (p < 0,01). Dados de nimero de esporos foram transformados Vx+0.5 e
colonizagdo, transformac&o angular: arc sen (Vx/100)

4.5 Numero Mais Provavel (NMP) de propagulos infectivos de FMA

Com base na amostragem realizada no Jardim Botanico do Recife,
constatou-se que algumas parcelas apresentaram esporos inviaveis. NoO
entanto, foi observada colonizagcdo micorrizica nas plantulas contidas nessas
parcelas. Assim, € possivel sugerir que a colonizacdo teve origem a partir de
outros propagulos tais como micélios e/ou pedacos de raizes colonizadas, pois
no local, a regeneracdo é grande, havendo grande contingente de plantulas
emergentes, com sistemas radiculares muito proximos, facilitando assim a
colonizacéo entre os individuos. Este fato também foi constatado por Rodrigues
et al. (2003), em experimento com Eucalyptus grandis (Eucalipto) e Sesbania
virigata (Sesbania), colocou sistemas radiculares de plantas inoculadas com
FMA e rizébios juntos aos sistemas radiculares de plantas ndo-inoculadas, e
observou interconexdo de hifas, e constatou colonizacdo micorrizica e
nodulacdo nas raizes das plantas ndo inoculadas. De acordo com Janos
(1980b), em florestas tropicais Umidas, a taxa de colonizacdo por germinacao
de esporos diminui, pois o fungo coloniza mais rapidamente por crescimento
micelial.

Nesse sentido, o emprego do bioensaio para a avaliacgdo do namero
mais provavel de propagulos infectivos de FMA, permitiu avaliar a capacidade

infectiva do solo e o comportamento dos fungos na area, constatando-se que o
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numero de propéagulos foi inferior ao nimero de esporos de FMA, so diferindo
das sub-areas 4 e 5 (Tabela 8). Resultados semelhantes foram encontrados
por Silva et al. (2001), em area de Caatinga. E, de acordo com Caproni et al.
(2003), a capacidade infectiva dos fungos micorrizicos arbusculares ndo esta
relacionada apenas com o0 numero de esporos. Possivelmente esporos
invidveis, dormentes ou imaturos tenham sido contados, ndo sendo detectados
pela técnica do NMP. Outro fator a ser atribuido é o fato de que os esporos
possuem mais resisténcia que outros tipos de propagulos, podendo
permanecer no solo por mais tempo (SILVA et al., 2001). Obteve-se uma média
de 47,50 de propagulos infectivos de FMA por 100g de solo, sendo superior ao
encontrado por Souza et al. (2003), os quais registraram 1,62 propagulos
infectivos de FMA em area de caatinga. Silva et al. (2001) também registraram
7 a 10 propagulos infectivos de FMA, em area de caatinga, na estacdo

chuvosa.

Tabela 8. Relacdo de numero de esporos e numero mais provavel de
propagulos infectivos encontrados nas amostras de solo de oito sub-
areas do Jardim Botanico do Recife, PE

NO
FMA/100g NMP(propagulo/100

Subéreas solo de solo)
1 85,50 35,00

2 117,00 7,00

3 124,25 18,00

4 34,00 >160,00

5 9,50 11,00

6 112,33 92,00

7 41,50 35,00

8 140,75 22,00
Média 83,10 47,50
Desvio Padréo 48,66 52,70

Coeficiente de

variacao (%) 58,56 110,95

4.6. Diversidade fenotipica de rizébios

Considerando a metodologia proposta, foram obtidos 49 isolados de
rizébios na éarea do Jardim Botanico do Recife. O agrupamento das
caracteristicas fenotipicas desses 49 isolados (Figura 7), revelou a existéncia

de 8 grupos fenotipicos distintos, como esquematizado na Tabela 9.
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Figura 7. Dendrograma dos grupos de especificidade hospedeira elaborado
pelo algoritmo UPGMA e matriz de similaridade Jaccard mostrando a
similaridade entre 49 isolados de rizobios obtidos de nédulos de
raizes de plantas de caupi (Vigha unguiculata) cultivadas com solo
de um fragmento de Mata Atlantica em regeneracdo no Jardim
Botanico do Recife, PE.
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Tabela 9. Caracterizacdo fenotipica dos oito grupos de isolados de rizébios provenientes do Jardim Botanico do Recife -
PE

CARACTERISTICAS GRUPOS FENOTIPICOS
I Il 1" v \% Vi VIl VI
Tempo cresc. (dias) 1 2 1 1 1 1 1 2
Tam. colbnia (mm) puntiforme  puntiforme 2 2,5 puntiforme  puntiforme  puntiforme puntiforme
Cor da coldnia amarela branca amarela  amarela amarela amarela amarela branca
pH neutro acido neutro neutro neutro acido acido neutro
Transparéncia N&o nao nao sim sim sim sim nao
Elevacao N&o sim nao nao sim sim sim nao

Presenca de muco N&o nao nao sim sim nao sim sim
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Dos oito grupos encontrados neste trabalho, cinco ndo apresentaram
reagdo, caracterizando pH neutro e os trés restantes acidificaram o meio de
cultura. De maneira geral, a maioria dos isolados obtidos apresentou
crescimento rapido (1 e 2 dias), auséncia de reacdo ( pH neutro) em meio de
cultura e colbnias de cor amarela, (Figuras 8 e 9). Esses resultados diferem
dos encontrados por Jordan (1984) que afirma que os rizobios de crescimento
rapido tendem a acidificar o meio de cultura, enquanto que os de crescimento
lento tendem a alcalinizar. Tal fato também foi observado por Wolde-Meskel et
al. (2004), onde 68% dos isolados foram de rapido crescimento, produzindo
acido, enquanto que 25% de crescimento lento alcalinizaram o meio. Por outro
lado, Martins (1996) observou que a mudanca ao pH do meio de cultura pelos
rizobios isolados de caupi da regido semi-arida do Nordeste do Brasil foi
independente da velocidade de crescimento da bactéria.

||:| acidas O neutras |
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NUmero de isoladosde
rizébios

Figura 8. Numero de isolados com reacdo acida e neutra em relagéo ao tempo
de crescimento.

||:| amarelas O brancas |

35 -
30 -
25 A
20 -
15 ~
10 ~

—1 1
0
1 dia 2dias

Numero de isolados de
rizébios

Figura 9. Numero de isolados com coldnias amarelas e brancas, em relacao ao
tempo de crescimento.
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As amostras de solo utilizado neste trabalho apresentam pH baixo,
nesse caso, parece que as bactérias tendem a alcalinizar ou simplesmente ndo
modificam o pH do meio de cultura como demonstrado por (Martins, 1998).

Neves, et al. (1998) relatam que a maioria dos isolados, provenientes da
Zona da Mata do Nordeste do Brasil, apresentaram reacgéo alcalina em meio de
cultura, o que néo foi constatado no presente estudo.

O tempo de crescimento dos isolados de rizébios encontrados foi rapido,
de um a dois dias, como constatado também em Wolde-Meskel et al. (2004),
onde todos os isolados de rizébios de Vigna unguiculata (caupi) em locais com
caracteristicas semi-aridas e tropicais Umidas tiveram crescimento rapido. Ao
contrario, Neves et al. (1998) observaram que, a maioria dos isolados
provenientes da Zona da Mata do Nordeste do Brasil foram de crescimento
lento, assim como Martins (1996), trabalhando com isolados também de solos
do Nordeste brasileiro incluindo a Zona da Mata, verificou que cerca de 80%
dos isolados foram de crescimento lento.

Os rizdbios que nodulam o caupi, constituindo a “miscelanea caupi”
geralmente possui 0 crescimento lento (em média dez dias), pertencendo ao
género Bradyrhizobium (MOREIRA e SIQUEIRA, 2002), diferindo dos
resultados obtidos no presente estudo.

Na area estudada, ha presenca de uma forte intervencdo antropica,
podendo esse resultado sugerir que a caracteristica de crescimento rapido
desses isolados seja uma maneira de aumentar a sua sobrevivéncia neste
ambiente como observado por Sprent (1994), em ambientes tropicais.

Martins (1996), trabalhando com isolados de caupi na regido semi-arida
nordestina, observou que isolados que possuiam crescimento rapido,
mostraram-se resistentes a alta temperatura, salinidade e a antibidticos. Desse
modo, pode-se inferir que 0s microrganismos tém a propriedade de se adaptar
ao ambiente em que se encontram. Essa caracteristica foi comprovada por
Stamford e Silva (2000) onde foi desnecessaria a calagem no cultivo de sabia
em solos acidos, quando usadas estirpes selecionadas visando a resisténcia a

acidez.
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No presente trabalho 50% dos grupos de isolados apresentaram
presenca de muco, sendo, em parte, semelhante aos resultados encontrados
em Martins (1996), onde foram encontrados isolados mucéides na Zona da
Mata nordestina, sendo os isolados de superficies secas encontrados nos solos
do Sertdo. Essas estirpes que formam muco parecem ser mais eficientes em
fixar N, do que as estirpes do tipo secas, sob condi¢cbes salinas (Sinclair e
Eaghesham, 1990), precisando, porém ainda ser comprovado.

Os resultados obtidos com os diferentes grupos fenotipicos foram
utilizados para a realizagdo de um estudo de diversidade usando-se os indices
de rigueza de Margalef e o indice de Shannon-Weaver para abundancia
relativa.

Os grupos fenotipicos mais abundantes (Figura 10) foram os grupos 1
representados pelas bactérias com crescimento rapido (um dia) com pH neutro
no meio de cultura, cor da colbnia amarela, com aparéncia opaca, sem
elevacao da colonia e sem producdo de muco e o grupo 4, representado pelas
bactérias com crescimento também em um dia, com pH neutro no meio de
cultura, cor da colénia amarela, transparentes, com elevacdo e com producao
de muco.

O indice de Margalef revelou um alto grau de riqueza dos grupos
fenotipicos de rizébios, indicando uma alta diversidade de rizobios na éarea.
Este fato é importante para um grupo de microrganismos que desempenha
uma funcéo especifica, como é o caso da capacidade dos rizobios em fixar
nitrogénio, sugerindo que frente a um impacto ambiental ou um estresse, a alta
diversidade de rizobios, deve ser capaz de manter a capacidade de FBN

através da sobrevivéncia de alguns grupos especificos (SANTOS, 2001).

1,00
0,80
0,60

0,40

020 N 00

0,00 - T T T T T T T ]
| Il m v v v

Vi Vil

indice de riqueza de
Margalef

Grupos Fenotipicos

Figura 10. indice de riqueza de Margalef dos grupos fenotipicos encontrados
no solo do Jardim Botanico do Recife-PE.
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Ha evidéncias da reducédo da diversidade de rizobios causada pelo uso do
solo. Ribeiro et al. (2000) encontraram, no Rio de Janeiro, baixa diversidade
de rizébios nativos da Mata Atlantica, em areas préximas da cidade, concluindo
gue o impacto antropogénico, como 0 desmatamento, possivelmente contribuiu
para uma reducao da diversidade dessas bactérias.

Alguns indices de diversidade podem ser usados para estudar a
estabilidade de um ecossistema frente a um distirbio ambiental, como € o caso
da area em estudo, apresentando-se bastante antropisado e com muitas
espécies vegetais ainda em estadio de regeneracio. E provavel que isso tenha
afetado a diversidade dos microrganismos, pois as caracteristicas eram
bastante variaveis ao longo da area como mostra a Figura 11, onde se verifica
a diversidade nas oito subareas avaliadas.

Nas subareas 2, 3 e 7 a diversidade de rizobio foi totalmente
comprometida enquanto a area 5 parece estar favorecendo a diversidade de
rizébio (Figura 11). Embora area apresente menor sinal de estresse, esse fato
isoladamente ndo explica os resultados obtidos, pois esta caracteristica
assemelha-se as areas 2 e 7. O que pode entdo estar influenciando séo as
espécies arboreas hospedeiras presentes no local (Liu et al., 2005) e/ou
atributos quimicos do solo, pois nessa area o teor de aluminio foi abaixo de 1, o
pH em torno de 5, e o teor de matéria organica foi um pouco mais elevado do
gue nas outras areas, e estes resultados nao prejudicam o desenvolvimento de
plantas e rizobios tropicais. As demais areas tiveram valores de aluminio acima
de 1 e pH em torno de 4, evidenciando entdo que a acidez do solo influenciou a
sobrevivéncia e diversidade de rizobios nativos (BALA et al.,, 2003b;
DILWORTH et al., 2001), afetando a sua habilidade competitiva (STONE e
COOPER, 1997), sua persisténcia, nodulacdo e fixacdo de nitrogénio em
leguminosas (TAURIAN et al., 1998) e sua taxa de crescimento (WATKIN et al.,
1997).
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Figura 11. indice de diversidade (H’) dos grupos de rizdbios isolados nas
amostras de solo analisadas, oriundas do Jardim Botanico do
Recife — PE.

Observa-se que as bactérias que se desenvolveram, mesmo em baixa
diversidade, nas subareas onde apresentou maior acidez, podem representar
estirpes mais adaptadas, sendo resistentes a essa caracteristica local, que
muitas vezes é fator limitante para a maioria das estirpes de rizobios,
possuindo grande potencial como inoculante em areas que precisam ser

recuperadas, com caracteristicas de acidez elevada (Figura 12).
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Figura 12. Abundancia de cada grupo de isolados de rizébio em cada subarea
do Jardim Botanico do Recife-PE.
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As populacbes de FMA e de rizObios apresentaram comportamento
diferente. Na sub-area 5 onde foi observada maior a diversidade de rizébios,
houve menor numero de esporos e a segunda menor quantidade de
propagulos infectivos de FMA, uma vez que essa sub-area representava uma
das sub-areas com menos indicios de intervencédo antropica, com o pH mais
alto, menor teor de aluminio e maior teor de matéria organica, enquanto que na
sub-area 4, onde também estava evidenciado o estresse, o NMP foi mais alto,
apresentando o menor niumero de esporos de FMA e intermediéaria diversidade
de rizébios.

Em geral, os fungos preferem pH mais baixo, enquanto que bactérias
preferem pH menos acidos; também o excesso de matéria organica pode inibir
o desenvolvimento de fungo micorrizico, pois, como este possui a funcédo de
extrator natural de nutrientes de pouca mobilidade no solo para as plantas, com
a decomposicdo da matéria organica, esses nutrientes sao disponibilizados
facilmente para as plantas ndo necessitando assim do fungo para capta-los.

Assim, essas caracteristicas podem ter influenciado na diferenca de
comportamento entre os rizébios e os fungos micorrizicos, podendo-se inferir,
portanto, que de um modo geral, as condicbes ambientais que favorecem a
ocorréncia e/ou diversidade de rizébios em uma area, nem sempre S&o

favoraveis a presenca de propagulos de FMA.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no estudo de diversidade de micorrizas e
rizobios na area de Floresta Atlantica em regeneracéo, no Jardim Botanico do
Recife — PE, pode-se concluir que:

As espécies arbéreas mais frequentes na regeneracdo natural da area,
Brosimum discolor, Helicostylis tomentosa, Dialium guianensis, Siparuna
guianensis, Eschweilera ovata e Sorocea hilarii, formam associagao
micorrizica, podendo ser indicadas em programas de reflorestamento de areas

com caracteristicas semelhantes;

A infectividade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) encontradas na
area, varia e nao esta relacionada apenas com a propagacao do fungo por

€Sporos,

Os indices de diversidade utilizados mostraram que 0s rizobios sdo sensiveis a
mudanca no ecossistema, podendo ser um indicador biolégico de estabilidade

de ecossistemas;

Tanto a diversidade de FMA, quanto a presenca de propagulos infectivos de
FMA e a diversidade de rizébios, apresentando rapido crescimento, revela
resiliéncia na area, indicando que esse ecossistema esta em processo de

regeneracao.
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