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Resumo

A mineragdo remove a camada orginica do solo, causando grave impacto ambiental
nas populagdes microbianas (bactérias e fungos) e nos fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). Anilises microbioldgicas constituem ferramentas importantes no monitoramento
da polui¢io do solo. Da mesma forma que, a utilizagio de técnicas moleculares pode
ser Gtil para esclarecer a identidade e variabilidade de FMA em ambientes nativos e
degradados. O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o estado biolégico de solos
e determinar a ocorréncia de FMA em édreas nativa e impactada por mineragio de gesso.
Coletas de solo foram realizadas em 4 4reas: 1- nativa (AN); 2 —arredores da mina (AM);
3 — rejeito (AR); 4 — interface entre a drea de rejeito e a drea degradada (Al) em dois
periodos de coleta: chuvoso e seco. No estudo molecular foram identificadas algumas
espécies de FMA, que mostram capacidade para tolerar as condi¢oes de estresse da
drea minerada. Em geral, os valores do nimero mais provivel de propagulos (NMP) de
fungos, bactérias e actinomicetos foram maiores em drea nativa quando comparada com
as dreas impactadas. A atividade mineradora produziu impacto negativo na microbiota
do solo, reduzindo o NMP de micro-organismos.
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Abstract

Mining removes the organic soil layer, causing severe environmental impact on
microbial populations (bacteria and fungi) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF).
Microbiological analysis are important tools for monitoring of soil pollution. In the same
way, the use of molecular techniques can be useful to clarify the identity and variability
in native AMF and degraded environments. The objective of this study was to evaluate
and compare the biological state of soil and determine the occurrence of AMF in areas
of native and impacted by mining gypsum. Soil samples were taken in four areas: 1-
native (AN); 2 — surroundings of the mine (AM); 3 - reject (AR); 4 - interface between
the area of tailings and degraded area (Al) in two collection periods: rainy and dry. In
molecular study identified some species of AMF, which show ability to tolerate stress
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conditions of the mined area. In general, the values of the most probable number of
propagules (MINP) fungi, bacteria and actinomycetes were higher in the native area
when compared with the affected areas. The mining activity produced a negative impact
on soil microbiota, reducing the MNP of microrganisms.

Key words: microrganisms; bacteria; fungi; mycorrhizae.
Introducao

Os micro-organismos representam a forma de vida mais abundante no planeta em nivel
de diversidade de espécies e biomassas (WHITMAN et al., 1998; FELLER; GERDAY, 2003;
MARGESIN; MITEVA, 2011). A organizagio e funcionamento dessas comunidades é que
governam as transformagées bioquimicas que ocorrem no solo, sendo a microbiota do solo
responsivel ndo somente pela formagio de himus e ciclagem de nutrientes, mas pela defini¢io da
estrutura fisica e de muitas outras fungoes, a vida do solo e os seus processos vitais sdo expressos
e regulados por essa microbiota (ZHANG et al., 2011; LISBOA et al., 2013). Assim sendo,
pode-se justificar a essencialidade do conhecimento sobre a organizac¢do dessas comunidades o
seu funcionamento para o completo entendimento do sistema solo (LYNCH; BRAGG, 1985;
CARDOSO; ANDREOTE, 2016). A regulagio sobre a decomposi¢io de residuos orginicos,
ciclagem de nutrientes, degradac¢do de poluentes quimicos e a sua forte influéncia sobre a
estrutura do solo, faz com que os micro-organismos e os processos aos quais estdo ligados sejam
naturalmente escolhidos como indicadores da satde ou qualidade do solo (KENNEDY, 1998;
CAMARA et.al., 2012; BARTZ et. al. 2013). Anilises microbioldgicas constituem ferramentas
importantes no monitoramento da polui¢do do solo, e tem sido amplamente discutida na literatura
como indicadores de qualidade dado o relacionamento entre atividade e diversidade microbiana,
vegetagio e sustentabilidade dos ecossistemas (LISBOA et al.,2013; BUENO et al.,2018). Com
esta abordagem, é possivel avaliar a altera¢do do solo sem a necessidade de recorrer a longos e
dispendiosos experimentos de campo (BROOKES, 1995; CUNHA; LEITE, 2000). A contagem
de bactérias e fungos é uma destas medidas e pode ser obtida diretamente por microscopia ou
estimada por métodos indiretos. Neste tltimo caso, é necessario que os propagulos existentes na
amostra sejam capazes de formar colonias. Em todos os procedimentos de isolamento, os micro-
organismos sio coletados em condi¢des naturais e colocados em condigdes artificiais (JAHNEL
et al., 1999; SAGGIN JUNIOR et al., 2011).

O plaqueamento de dilui¢bes de solo (por exemplo, sobre agar-nutriente) pode ser
usado para a enumeragio de bactérias e fungos. Para este dltimo, o uso deste método reflete o
numero de fragmentos fingicos ou “unidades de propdgulos”, que incluem esporos individuais e
fragmentos de micélio, ou seja, é um método que estima o nimero total de propagulos fingicos
no solo (WARDLE, 1994; VIEIRA; FERNANDES, 2012). De maneira geral, os processos
de contagem indireta proporcionam condi¢des de crescimento para bactérias zimdégenas, ou
seja, bactérias que apresentam metabolismo rdpido quando na presen¢a de matéria orginica
facilmente decomponivel. Entretanto, pequenas alteragoes nas condi¢des fisico-quimicas do solo
afetam imediatamente os micro-organismos zimégenos (JAHNEL et al., 1999). A contagem de
unidades formadoras de coldnias é feita a partir de uma suspensio de solo por meio de dilui¢des
em série, e cada dilui¢do é transferida para o meio de cultura. No método do nimero mais provavel
(NMP), o crescimento em placas com meio de cultura mostra que pelo menos um propdgulo
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com condi¢des de crescimento foi transferido (BRANDAO et. al., 2012; SUSZEK, et al., 2012).
Apesar de seletivo, o método de estimativa de unidades formadoras de colonias pelo nimero
mais provével tem sido um instrumento bastante til no estudo de micro-organismos do solo
(JAHNEL et al., 1999; BRANDAO et. al., 2012). Ainda segundo Jahnel et al. (1999), o NMP
de fungos e bactérias do solo foi realizado pelo método de plaqueamento por gotas e comparado
com o procedimento convencional de contagem de micro-organismos do solo em amostras de
solo de diferentes texturas. Os autores observaram que o método de quantificagio de bactérias e
fungos em amostras de solo por plaqueamento de gotas proporcionou a obtengdo de resultados
semelhantes aqueles obtidos pelo procedimento tradicional, porém, com a vantagem de economia
de reagentes e trabalho.

Métodos para estimar a atividade microbiana em solos da regido semidrida sio fundamentais
no monitoramento ambiental e recuperagio de dreas degradadas (PEREIRA et al., 2004;
PEREIRA et al.,, 2012). Estudos sobre o impacto de altera¢des ambientais nas populaces
microbianas e suas atividades tém sido referidos utilizando pardmetros como: nimero total de
micro-organismos do solo (bactérias e fungos). Segundo Silveira et al. (2004), os micro-organismos
(bactérias e fungos) foram considerados bons indicadores da recuperagio de solo das dreas
degradadas, que estd fortemente limitada por parametros microbioldgicos e bioquimicos do solo.
Bueno et al. (2018), em seu trabalho sobre indicadores microbiolégicos de qualidade do solo em
dreas com e sem degradacio, verificaram que os micro-organismos podem indicar o estdgio de
recuperagio em dreas degradadas e servem de pardmetro para manejo de solo. Segundo Cardoso
et al. (2009), quanto mais bactérias e fungos estdo presentes no solo, mais saudavel e fértil é o solo.

A importincia de aplica¢do dos micro-organismos nio estd relacionada unicamente ao
aumento na densidade microbiolégica desses micro-organismos, beneficiando somente o aumento
restrito dos fungos e bactérias no solo, mas também é de extrema importincia para o aumento
da diversidade microbiolégica, pois certos micro-organismos tem a capacidade de auxiliar na
coloniza¢do de outros micro-organismos, que também contribuem para o crescimento vegetal
(CUNHA et al., 2012).

Os micro-organismos estdo diretamente envolvidos nos ciclos dos nutrientes no solo e
aliada a quantificagdo de bactérias e fungos totais, a avalia¢ao de determinados grupos microbianos
di indicagio de como os processos bioquimicos estio ocorrendo. Segundo Brookes (1995), a
contagem de micro-organismos no solo, apesar de ser vista com ressalvas, ajuda a entender os
processos que nele ocorrem e pode servir como indicador do impacto de diferentes atividades
antrépicas. As bactérias e os fungos sio responsaveis por cerca de 90% da atividade da biomassa
microbiana (SIQUEIRA etal.,1994; SUSZEK et al.,2012). As bactérias do solo apresentam maior
abundincia e diversidade entre as espécies, encontradas no solo, com cerca de 10° a 10° organismos
por grama de solo. Os fungos, principais contribuintes em peso para a biomassa microbiana do
solo, sdo encontrados com comunidades variando de 10* a 10° organismos por grama de solo e
podem ser responsabilizados por aproximadamente 70% da matéria seca (BRANDAO et al.,2012;
SUSZEK et al., 2012). Silveira et al. (2006) verificaram que atividades antrépicas exercidas em
drea localizada em Itajubd-MG tiveram forte impacto negativo na microbiota do solo, reduzindo
o numero de bactérias, fungos, atividade e biomassa microbiana. Silva et al. (2005) verificaram
que o impacto produzido pela mineragio de cobre reduziu a comunidade de FMA, dependendo
do nivel de perturbagio, a redugio da diversidade vegetal, o alto pH e a quantidade de metais no
solo, possivelmente foram os fatores de impacto mais importantes. Os micro-organismos (fungos,
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bactérias e FMA) sdo essenciais para o estabelecimento, desenvolvimento e manutengio dos
ecossistemas e para recuperagdo daqueles severamente perturbados. Eles estdo presentes tanto
no solo como na rizosfera, onde realizam atividades metabdlicas relevantes para o crescimento
das plantas. A atividade de mineragio exerce impacto sobre os organismos e processos do solo,
trabalhos sobre esse tema sdo escassos, justificando desta forma, pesquisas nessa area.

A mineragio de gipsita envolve a retirada da cobertura vegetal e da camada organica
do solo causando grave impacto ambiental, com efeitos negativos sobre os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), importantes constituintes da microbiota do solo (MELLONI et al.,
2003; SIQUEIRA et al., 2007; COLODETE et al.,, 2014). Os FMA apresentam potencial
biotecnoldgico na agricultura e sua utiliza¢do na recuperagio de dreas degradadas ¢ fundamental
(SOUZA; SILVA, 1996; SILVA et al., 2005; CAVALCANTE et al., 2009; COLODETE et al.,
2014). Esses fungos mostram uma enorme variabilidade e adapta¢do aos mais diferentes solos
e plantas do planeta, apresentando uma biodiversidade praticamente desconhecida (SAGGIN
JUNIOR et al.,2011). Devido 2 importancia ecolégica e economica dos FMA, é imprescindivel
a distingdo entre as espécies para aplicabilidade do seu potencial na agricultura. A utilizagdo
de técnicas moleculares pode ser util para esclarecer a identidade e variabilidade de FMA em
ambientes nativos e degradados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o estado biolégico de solos e determinar a
ocorréncia de FMA em dreas de caatinga nativa preservada e impactada por mineragio de gesso
nos periodos de amostragem chuvoso e seco.

Material e Métodos

Areas de estudo

Foram selecionadas dreas de caatinga nativa e impactada por mineragdo de gipsita no
municipio de Araripina, Pernambuco (7° 29°00” S, 40° 36’ 00” W). Na regido, a vegetacio que
predomina ¢ a caatinga hiperxeréfila, sobre solo do tipo Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico
(CAVALCANTT; LOPES, 1994). O municipio de Araripina-PE localiza-se na Mesorregido
do Sertdo e Microrregido Araripina. Limita-se ao norte com o Estado do Ceard, ao sul com
Ouricuri, a leste com Ipubi e Trindade, e a oeste com Estado do Piaui, e compreende uma drea de
1.906,3 km? e uma altitude de 622 m (BELTRAO et al., 2005). Com um clima do tipo Tropical
Semidrido Mesotérmico, segundo a classificagio de Képpen do tipo BSh (semidrido e quente),
e ¢ caracterizado por altas temperaturas e chuvas de verdo (SILVA et al., 2018). A precipitagao
média anual ¢ de 674 mm, com periodo chuvoso iniciando em novembro e término em abril, e
periodo seco de maio a outubro. A temperatura ao longo do ano varia com maximas de 30 a 34
°C e minimas de 19 a 23 °C (ARRUDA; BARRETO, 2015).

Coletas

Foram realizadas coletas em quatro dreas da mineradora: 1 - caatinga nativa preservada (AN),
considerada como controle; 2 - arredores da mina (AM); 3 - rejeito (AR); 4 - interface entre o
depésito de rejeito e uma drea de caatinga degradada pela mineragio (Al) - (Esta drea apresentava
uma quantidade razodvel de vegetagio, porém em alguns locais, o solo continha resquicios de pé
de gesso originado da mineragio) em dois periodos de amostragem: chuvoso com temperatura
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mensal entre 34,0 °C (Maix.) e 17,6 °C (Min.), umidade relativa de 22,2% (Min.) e precipitagio
de 28,7 mm (Média); e seco com temperatura mensal entre 33,2 °C (Mix.) e 17,3 °C (Min.),
umidade relativa de 22,4% e precipitagio de 1,3 mm (Média) (Fonte: Instituto Agronémico de
Pernambuco - IPA/Araripina-PE). Para a coleta foi definida como pardmetro uma drea de 1.000
m?, sendo o solo coletado preferencialmente na rizosfera de plantas de forma aleatdria, a cada
10 m em zig-zag, dez amostras, compostas de trés subamostras de solo, tiradas com ajuda de um
trado (5 - 20 cm de profundidade). Apés a coleta, todo solo foi acondicionado sob refrigeracio.
Amostras de solos de cada drea estudada, foram enviadas para os laboratérios de quimica e fisica do
solo do IPA, as analises fisicas, quimicas e de fertilidade foram realizadas segundo a metodologia
da EMBRAPA (1997). O solo das dreas apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH
das dreas AN e Al com 6.4 ¢ 5.7 respectivamente (pH 4cido), enquanto as dreas AM e AR com
7.6 ¢ 7.5 respectivamente (pH alcalino). O Ca das dreas variou de 5.9 a 68 cmolc.dm?® de solo; o
Mg com 1.15 a 11.25 cmolc.dm? de solo; 0 K com 0.19 a 0.62 cmolc.dm® de solo; o P variando
de 5 a 161 mg.dm’; o C variando de 0.65 a 1.34 g.kg™ e o percentual de MO variando de 1.12
a 2.31, etc. (Tabela 1).

Determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Micro-organismos do Solo

Em cada drea, foram retiradas 10 amostras de solo, que foram compostas de trés
subamostras, utilizadas para as analises do NMP. O NMP de bactéria, actinomicetos e fungos
do solo foram determinados pelo método do plaqueamento por gotas, apés dilui¢do de amostras
de solo em meios de cultura mantidos a 45 °C, conforme Jahnel et al. (1999). Foram preparadas
dilui¢des para bactérias a partir de 107 a 107 e para actinomicetos e fungos a partir de 102 a
10°¢. Os meios utilizados foram: agar nutrientes para bactérias e actinomicetos e meio Martin
para fungos totais. Utilizou-se 3 placas (cada com 5 gotas) por dilui¢do, as placas com os meios
inoculados foram incubadas em estufa a 28 °C e avaliadas aos trés dias para bactérias e aos
sete dias para os fungos. A presenca de unidades formadoras de colénias (UFC) foi verificada
com o auxilio de estereomicroscépio. O crescimento em uma gota indica a presenca de pelo
menos um propédgulo vidvel transferido para o meio de cultura. Estimou-se o NMP de micro-
organismos do solo em cada uma das dilui¢des com o auxilio da tabela de probabilidade de
ocorréncia (COCHRAN, 1950).

O numero mais provavel (NMP) de micro-organismos do solo (3 repeti¢des/tratamento)
foi submetido a analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey
(P<0,05) usando o programa Sanest (ZONTA et al., 1984). Para andlises, os valores do NMP de

micro-organismos foram transformados em V(X+0,5).

Extracdo de esporos e caracterizagao molecular dos FMA

Para extracio dos fungos micorrizicos, utilizou-se trés subamostras de cada drea estudada.
Esporos de FMA foram extraidos do solo (3 repeti¢des/tratamento) por peneiramento imido
(GERDEMANN; NICOLSON 1963) e centrifuga¢do em dgua e sacarose a 50% (JENKINS,
1964), e selecionados em microscopio estereoscopico. Para caracterizagdo molecular, o DNA foi
extraido a partir de esporos dos FMA segundo a metodologia de Lanfranco et al. (2001) com
algumas modificaces: referente a quantidade de esporos utilizados de 150 a 200; os ciclos e
tempo de sonicagio e a quantidade em pL. de tampdo de reagdo utilizado. Cerca de 150 a 200
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esporos de cada espécie de FMA foram sonicados (3 a 4 ciclos por 30 segundos), quebrados com
ajuda de um micropistilo em 50 pL. de 1X tampido de reagio (LABTRAD do Brasil LT DA)
contendo 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 50 mM KCIl, 1,1 mM MgCl2, incubados a 95 OC por
15 minutos e centrifugados a 10.000 g por 5 minutos. O sobrenadante foi estocado a -20 OC.
A reagio de PCR consistiu em 3 puL (20 ng) de DNA de esporos adicionados a0 mix para um
volume final de 25 pL, contendo 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM KCIl, 1,1 mM MgCl2, 10
mM de cada dNTP, 25 nmoles de cada primer I'TS1 (5TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’)
e ITS4 (STCCTCCGCTTATTGATATGC3’) (WHITE et al., 1990), e 2 unidades de Taq
DNA polimerase (Invitrogen do Brasil) e dgua ultrapura para completar o volume da reagio.
As reaces de amplificagdo foram efetuadas em termociclador M.J. Research, Inc. (USA) PCR,
modelo PTC 100, sob as seguintes condi¢des térmicas: 95 oC por 3 min, 40 ciclos de 95 oC
por 45 5,50 oC por 45 s, 72 oC por 1 min e 72 oC por 5 min. Ao final da reagio, o produto foi
mantido a -4 oC. Um controle negativo sem DNA foi incluido nas amplificagdes via PCR. Os
fragmentos amplificados e o controle foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, em
tampdo TBE 1X, e corado com Sybr Gold (Invitrogen do Brasil), visualizados sob luz ultravioleta
e fotografados em fotodocumentador sob luz UV. A rea¢do da PCR para o DNA de cada isolado
foi realizada 10 vezes nas mesmas condi¢oes para obter a reprodutividade dos dados. Os produtos
obtidos por PCR foram purificados e clonados em vetor T/A pCR2.1 TOPO (Invitrogen do
Brasil) de acordo com as instrugoes do fabricante e foram transformados em células de Escherichia
coli DH5a. As coldnias transformadas foram inoculadas em placas de Petri em meio de cultura
LB acrescido de 50 mg/L de Kanamicina. Para extragio de DNA plasmidial foi utilizado o
método de lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989). As sequéncias de nucleotideos foram
determinadas em sequenciador automatico de DNA (ABI PRISM 377 Applied Biosystems, Foster
City, Califérnia), utilizando o kit “Big Dye Terminator” (Applied Biosystems), pelo laboratério
de sequenciamento de DNA do CENARGEN/Brasilia, Brasil. As sequéncias obtidas foram
comparadas no Banco de Dados Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP (Ribossomal
Data Base Project) — Seqmath (http://rdp.cme.msu.edu/). As sequéncias da regido I'TS foram
alinhadas com outras provenientes do NCBI com auxilio do programa Clustal W (THOMPSON
et al., 1999) e, em seguida, construida uma drvore filogenética pelo método Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) com MEGA 4 (TAMURA et al., 2004). A confiabilidade da 4rvore foi
mensurada por andlise de bootstrap com 1.000 replicagoes. A classificagdo adotada segue o Index

Fungorum (http://www.indexfungorum.org/), sendo consultados também Oehl et al. (2011) e
Redecker et al. (2013).

Resultados e Discussao

A anilise de varidncia indicou interag¢do entre dreas e periodos de amostragem para o
NMP de fungos do solo (P<0,0001). Houve efeito isolado do fator drea para o NMP de bactérias
(P<0,0002) e de actinomicetos (P<0,0001).

Maior nimero de propéagulos foi registrado na drea de caatinga nativa que apresentou
um pH mais dcido, em relagio as dreas impactadas (Tabelas 2 e 3). Maior ciclagem de matéria
organica e/ou presenca de residuos organicos propiciando maior relagdo C/N estd favorecendo
a populagio e a atividade de micro-organismos nesse ambiente (EIRA, 1992; ARAUJO et al.,

2016). Fungos e bactérias exercem um importante papel nas propriedades bioldgicas de um solo,
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ja que as bactérias tem alta taxa de crescimento e uma boa capacidade de ciclagem de nutrientes e
os fungos predominam em solos mais dcidos com faixas de pH variando de 3,0 a 9,0, dependendo
da espécie (ARAUJO et al., 2016) . Nahas et al. (1994)e Ferreira et al. (2017) verificaram que
parimetros quimicos como pH, fésforo disponivel e matéria organica estimularam a populag¢io
de bactérias. Por ser a parte mais viva e mais ativa da matéria orginica do solo e por atuar em
importantes processos bioquimicos, estudos mostram que os indicadores biol6gicos sdo mais
sensiveis que os indicadores quimicos e fisicos para detectar com antecedéncia as alteracoes
que ocorrem no solo, em fungio do seu uso e manejo (STOCKER et al., 2017). A comunidade
microbiana estaria com atividade metabdlica reduzida por causa do forte impacto da atividade
gesseira, o que contribuiu para elevar os niveis de pH nessas dreas (AM e AR) (Tabela 1). Segundo
Insam et al. (1996), solos impactados por agio antrépica estariam sob estresse, havendo menor
eficiéncia de utilizagdo do C, o que resulta em maior liberagao de CO, por unidade de substrato.
Em geral o NMP de fungos, bactérias e de actinomicetos foram maiores no solo de caatinga nativa
preservada, possivelmente em virtude do maior fornecimento de matéria organica para a ciclagem
de nutrientes em relagio a drea de rejeito. Virios autores verificaram aumento da quantidade
de bactérias em dreas mais preservadas e relacionam isso a maior atividade metabdlica desses
organismos nessas dreas (FIDELIS et al., 2016; FERREIRA et al., 2017; BUENO et al., 2018).
Em solos de mata nativa, as perdas de nutrientes sio menores em relagio aos impactados, em
consequéncia da maior diversidade floristica e microbiolégica, melhor cobertura do solo durante
0 ano e maior imobiliza¢io no solo (MELLONI et al., 2001). Segundo Bueno et al. (2018), os
micro-organismos podem indicar o estigio de recuperacdo em dreas degradadas e servem de
parimetro para manejo do solo.

Em dreas preservadas e degradadas pela minera¢io de gesso, Mergulhio et al. (2010)
verificaram que nas dreas estudadas, apenas, AN (caatinga nativa preservada, considerada como
controle) e Al (interface entre o depésito de rejeito e uma drea de caatinga degradada pela
mineragio) apresentaram uma quantidade de espécies de FMA satisfatéria. Ja com relagdo ao
numero de esporos, foi baixo, quando comparado as demais dreas sob impacto ambiental. Alguns
trabalhos relatam o baixo nimero de esporos em dreas preservadas do semidrido brasileiro (MELO
et al., 2012; BORBA; AMORIM, 2007; PEREIRA et al., 2018). As dreas com maior impacto
ambiental, apresentaram um ndimero de esporos maior, provavelmente isso estd relacionado
ao fato que em condi¢oes adversas do solo, os fungos micorrizicos esporulam mais como um
mecanismo de defesa.

O pH dessas areas (AN e Al) provavelmente favoreceu o estabelecimento das espécies
de FMA nativas da caatinga que normalmente ocorrem em pH mais baixo (AI=5,5 e AN=6,4)
(Tabela 1). O nivel de fésforo nessas dreas variando de 5 a 14 mg dm™ pode ter contribuido
para a presenca de FMA, quando comparado nas demais dreas estudadas (AM e AR), dados
semelhante foram observados por Teixeira-Rios et al. (2013) em dreas do semidrido impactadas
pela mineragio de calcdrio. Souza et al. (2003) verificaram, em drea de caatinga, que a maioria
das espécies de Glomeraceae e Acaulosporaceae foi registrada em solos com baixo pH (= 5,8).
Segundo Correia et al. (2004), as caracteristicas quimicas e fisicas do solo influenciam a densidade
de esporos, a composi¢io de espécies e a distribui¢io dos FMA.

A regido I'TS (Espago Interno Transcrito) foi sequenciada para analisar os grupos de isolados
de FMA com elevada afinidade filogenética para que pudessem ser identificados, permitindo
assim diferenciar inter e intraespecificamente os isolados oriundos das dreas estudadas. A drvore
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Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e fisicas do solo coletado nos
periodos de amostragem (chuvoso e seco) em quatro
subareas da mineradora de gipsita, em Araripina, PE

Subdreas [ pH p C Ca Mg | K | SO4 [ CO3 | HCO3
4 gKg | ... cmole.dm™ [ L
H20 mg.dm 1 B, cmeq.L..............
Periodo Chuvoso
AN 6,28 5 1,16 5,90 1,30 10,43 P 0,20 1,80
Al 5,72 11 1,27 20,0 9,30 10,46 | P 0,20 0,80
AM 7,64 54 1,34 40,5 6,25 10,19 | FP | 0,40 1,60
AR 7,65 42 0,72 68,0 9,75 10,34 FP | 0,20 1,20
Periodo Seco
AN 6,43 8 1,20 6,2 1,15 [ 0,36 P 0,80 5,60
Al 5,72 14 1,30 36,2 111,25(0,62( FP | 0,00 0,80
AM 7,52 161 1,33 45,4 3,10 10,40 | FP | 0,00 1,60
AR 7,56 32 0,65 61,7 1,65 0,46 FP | 0,20 2,40
Subireas Anilise Textural (%) MO Fe Dap | Dr | UR [PMP Classe
Textural
me/ 15
Ar | Arg S (%) dr;gﬁ ..... g/em?.... | (%) st
Periodo Chuvoso
AN | 67 | 8 25 200 | 127 | 1,44 [2,50] 1,25 | 45 | Franco
arenoso
Al 26 45 29 2,19 52,5 1,21 12,551 6,90 | 20,5 Argiloso
AM | 22 | 39 39 231 | 09 | 120|231 865|249 | Franco
argiloso
AR | 27 | 6 67 124 | 04 | 128|258 700|181 | Franco
siltoso
Periodo Seco
AN | 74 | 8 18 207 | 137 | 1,34 [2,59| 040 | 47 | Franco
arenoso
Al 14 59 27 2,24 79,8 1,13 | 2,44 | 8,60 | 30,6 Argiloso
AM | 22 | 47 31 229 | 07 | 1,10 [236] 680 269 | France
argiloso
AR | 37 | 28 35 112 | 02 | 122246655 83 | Franco
siltoso

(AN) = Caatinga nativa preservada; (AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito; (Al) = interface entre o depdsito de
rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragdo. P = Presenca. FP = Forte presenga. Ar = Areia. Arg =

Argila. S = Silte.

filogenética obtida pelo sequenciamento da regido ITS1 e I'TS4 dos isolados de FMA (Figura

1) apresentou dois agrupamentos bem definidos: clado 1 e clado 2. No clado 1 formaram-se dois

subclados: 1A e 1B. O subclado 1A agrupou oito dos 13 isolados estudados, sendo classificados
como Funneliformis mosseae; seis (AM6, AM7,AM8, AM9, AM10 e AM19) com uma distincia
genética de 98% e dois (AM20 e AM18) com distincia de 99%. Logo apés os seis primeiros
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Tabela 2 - Namero mais provavel de propagulos de fungos em amostras
de solos de caatinga nativa e impactada por mineragao de

gipsita, em dois periodos de coleta
AREAS? PERIODO CHUVOSO! PERIODO SECO!

(U.F.C g solo)?

AN 1,2x 105 bA 5.9x 105 aA
Al 0,7x 10° aA 0,0 bB
AM 0,3x 10°aA 0,0 aB
AR 05x 10°aA 0,4 x 10°aB

CV(%) = 19

"Medias seguidas da mesma letra miniscula, na linha, ou maiuscula, na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05) (n=3). 2Médias originais, porém para a andlise de varidncia foram transformadas em V(X+0,5). 3(AN) = Caatinga nativa preservada;
(AM) = arredores da mina; (AR) = rejeito e (Al) = interface entre o depdsito de rejeito e uma area de caatinga degradada pela mineragdo

Tabela 3 - Numero mais provavel de propagulos de bactérias e
actinomicetos em amostras de solos de caatinga nativa e
impactada por mineracao de gipsita, independentemente
do periodo de coleta

AREAS?® BACTERIAS' ACTINOMICETOS'

{U.F.C g solo)*

AN 31x10°a 258x10°a

Al | 08x10°b 14x10°b

AM 0.7x10°b 03x10°b

AR | 04x10°b 03x10°b
CV(%) = 21 CV(%) = 35

'Médias seguidas da mesma lefra. mindscula, na coluna, ndo difere significativamente entre si pelo teste de Tukey (P<0.05) (n=3). ‘Medias
onginais, porém para a analise de varidncia foram transformadas em «(X+0,.5). ’(AN) = Caalinga nativa preservada, (AM) = amedores da mina
(AR) = rejaito @ (Al} = interface entre o depdsifo da rejeifo @ uma area da caatinga degradada pala mineragdo

isolados de F mosseae, intercalou-se o isolado SP304a de Funneliformis mosseae, oriundo do
Genbank, e na base neste agrupamento ficaram os isolados Att109-28 e GMO3f de F mosseae.
No subclado 1B, agruparam—se os isolados AM11 e AIM15, ambos supostamente Rhizophagus
custos, com distincia genética de 97% e 95%, respectivamente. Neste mesmo subclado apareceram
outros isolados como Rhizophagus custos (= Glomus custos) e R. intraradices, que mostraram alta
similaridade, com distancia genética de 94%. Vale ressaltar que estas sequéncias foram oriundas do
GenBank. O clado 2, com relagio ao clado 1, mostrou distancia genética de 75% e dentro deste
clado foi observada grande variagio entre as espécies. Apenas trés isolados AM26 (Glomus hoi),
AM23 (G. hoi) e AM25 (Claroideoglomus claroideum) foram agrupados neste clado, apresentando
a mesma distincia genética e incluindo também Claroideoglomus claroideum e Claroideoglomus
etunicatum, provenientes do NCBI. A base da arvore foi composta pelos acessos do banco de
dados (NCBI) usado como referéncia; as espécies agrupadas foram: Claroideoglomus claroideum,
Claroideoglomus etunicatum e Glomus hoi, todas do mesmo género, mostrando alta similaridade. No
presente estudo, quatro espécies de FMA se destacaram por tolerar bem as condigdes das dreas
impactadas pela mineracio de gipsita foram elas: Funneliformis mosseae, Glomus custos, Glomus
hoi e Claroideoglomus claroideum (Figura 1). Silva et al. (2005) também observaram a presenga de
Glomus em dreas degradadas pela mineragio de cobre na Bahia. Dados semelhantes ao nosso, foram
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observados por Teixeira-Rios et al. (2013), que verificaram também a presenca de representantes de
Glomeraceae (Glomus e Funneliformis) e Entrophosporaceae (Claroideoglomus) em drea degradada,
e confirma a tolerancia desses individuos a distirbios do solo e ambientes antropogénicos e solos
acidos a neutros. Representantes do género Glomus também sio comumente encontrados em
regides dridas e semidridas (TTAN et al., 2009; MELLO et al., 2012), onde sua ocorréncia estd
relacionada a variagdes nas condi¢oes edificas, bem como a sua alta adaptabilidade a condi¢des
varidveis de solo e temperatura, permitindo-lhes sobreviver em solos dcidos e alcalinos. Além
disso, a grande quantidade e o pequeno tamanho de seus glomerosporos facilitam a distribui¢io
em ambientes dridos (STUTZ et al., 2000; TEIXEIRA-RIOS et al., 2013).

Virios autores tem estudado a regido I'TS em esporos de FMA (ANTONIOLLI et al.,
2000; HILDEBRANDT et al.,, 2001; RENKER et al., 2003; DICKIE; FITZJOHN, 2007,
MERGULHAQO et al., 2008). Estudos sobre FMA em ecossistemas degradados por atividade
mineradora sio escassos no Brasil. Algumas pesquisas foram realizadas em dreas de mineragio
de bauxita no Para (CAPRONI et al., 2005; MELLONI et al., 2003), em Minas Gerais
(SANTOS et al., 2008) e na Amazdnia (MARINHO et al., 2004). Em éreas de mineragio
de gipsita em Pernambuco (MERGULHAO et al., 2010), em 4rea de minera¢do de cobre
(SILVA et al., 2005) e calcirio (TEIXEIRA-RIOS et al., 2013) na Bahia, na recuperagio de
areas impactadas (COLODETE et al., 2014) e em dreas impactadas pela exploragio mineral de
picarra na caatinga do Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2019). O manejo intensivo do solo
de forma inadequada pode proporcionar um estado de degradagio dificultando a recuperagio do
mesmo e consequentemente a preservagio da sua qualidade (CHERUBIN etal.,2015; BUENO
et al., 2018). Conhecer a diversidade de espécies de FMA em dreas impactadas é importante,
considerando-se que os dados podem servir para orientar os possiveis trabalhos de recuperagio
a serem realizados nessas dreas.

Conclusdes

O impacto ambiental por atividade gesseira reduz o nimero de fungos e bactérias, em
comparagio com a drea nativa, que apresenta maior atividade biolégica. Estudo sobre a biota
do solo como indicadora de bioatividade e das interferéncias no ambiente sdo importantes no
cendrio ecolégico e precisam ser incentivados.

Foram identificadas quatro espécies de FMA Funneliformis mosseae, Glomus custos, Glomus
hoi e Claroideoglomus claroideum, que mostraram grande capacidade em tolerar as condigoes
edéficas na drea impactada pela mineragdo de gesso.
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