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RESUMO

ARAUJO. A. F. Fungos micorrizicos arbusculares na cultura do sisal
(Agave sisalana Perrine): Ocorréncia e diversidade na regido semiarida da
Bahia.

O sisal (Agave sisalana Perrine) é uma cultura de grande importancia para a
regido semiarida da Bahia, contribuindo com 94% da producdo nacional de
fibra de sisal, com participacédo expressiva na pauta de exportacbes da Bahia,
sendo o Brasil o maior produtor mundial de sisal. Além disso, essa cultura se
constitui em um fator de sobrevivéncia de grande parte da populacéo da regido
semiarida da Bahia, por gerar emprego e renda para a maioria da populacgéo,
essencialmente na agricultura familiar, em regides onde vivem comunidades
das mais carentes do Brasil. A simbiose micorrizica proporciona maior
capacidade de absorcdo de agua e nutrientes e melhor tolerancia as plantas a
patdogenos radiculares e estresses abioticos. Contudo, ndo ha registros
cientificos sobre a ocorréncia e diversidade de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) em solos cultivados com sisal, assim como estudos da
relacdo simbidtica entre estes fungos e a cultural do sisal. Neste sentido, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia e a diversidade de espécies de
FMAs nos plantios de sisal da regido semiarida da Bahia. Amostras de solo
foram coletadas na camada de 0-15 cm de profundidade na época seca e
chuvosa, para quantificacdo de proteinas do solo relacionadas a glomalina
(fracBes total e facilmente extraivel), densidade de esporos e identificagdo das
espécies de FMAs. Raizes finas (> 2 mm) das plantas foram coletadas para
determinacdo da colonizacdo micorrizica. Foram registradas 34 espécies de
FMAs. Os solos cultivados com sisal na regido semiarida da Bahia
apresentaram uma diversidade variada de FMAs, tendo ocorrencia em todas as
areas de estudo, apresentando espécies nao descritas na literatura, o que

demostra a necessidade de novos estudos nessas areas.

Palavras-chave: Associa¢des micorrizicas, cultura armadilha, glomalina.



ABSTRACT

ARAUJO, A. F. Mycorrhizal fungi in sisal (Agave sisalana Perrine)
producing areas: Occurrence and diversity in the semiarid region of the

State of Bahia, Brazil.

Sisal (Agave sisalana Perrine) is an important crop for the semiarid region of
Bahia State, contributing with 94% of the national sisal fiber production, with
significant share of the exporting products of Bahia State. Brazil is the world's
largest producer of sisal. Moreover, this crop represents a survival strategy of a
large population of the semiarid region of Bahia, by providing income and
employment for a large number of the population, mainly family farmers, in
areas with the poorest communities found in Brazil. The mycorrhizal symbiosis
provides greater capacity for plants to absorb water and nutrients and better
tolerance to root pathogens and abiotic stresses. However, there are no
scientific reports on the occurrence and diversity of arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) in soils planted with sisal, as well as studies of the symbiotic relationship
between these fungi and sisal plants. The objective of this study was to
evaluate the occurrence and diversity of AMF species in sisal fields of the
semiarid region of Bahia. Soil samples were collected at a depth of 0-15 cm in
the dry and rainy season, for quantification of proteins related to soil glomalin
(total and easily extractable fractions), spore density and taxonomic
identification of AMF at a species level. Fine sisal roots (> 2 mm) were collected
for determination of mycorrhizal colonization. A total of 34 species of AMF were
recorded. The soils under sisal in the semiarid region of Bahia, presented a
wide diversity of AMF, and occurrence in all areas of study, with new species
not yet described in the literature, which demonstrates the need for further

research in these area.

Keywords: mycorrhizal associations, culture trap, glomalin.



1.0 - INTRODUCAO GERAL

O sisal (Agave sisalana Perrine) € uma cultura de grande importancia
econdmica e social para a regido semiarida brasileira, por se constituir em uma
das poucas alternativas de producdo agricola na regido, que garante a
sobrevivéncia de mais de 700.000 familias no estado da Bahia. A cultura esta
difundida em 73 municipios baianos, contribuindo com 94% da producao
nacional de sisal, com participacdo expressiva na pauta de exportacdes do
estado da Bahia e sendo o Brasil o maior produtor mundial de sisal (ALVES &
SANTIAGO, 2005).

O sisal tem grande importancia para a economia do setor agricola
nordestino, merecendo destaque devido a geracdo de renda e emprego,
proporcionando divisas para os Estados da Bahia, Paraiba e Rio Grande do
Norte (EMBRAPA, 2012).

Na Bahia, o estado com maior producédo e area plantada desta cultura,
com mais de 95% da producado da fibra nacional, o cultivo se estende por 75
municipios atingindo uma éarea de 190 mil ha, em propriedades de pequeno
porte. Nestes cultivos predominam a mao-de-obra familiar, abrangendo uma
populacdo de aproximadamente 700 mil familias que vivem, direta ou

indiretamente, em estreita relacdo com esta fibrosa (EMBRAPA, 2012).

As micorrizas arbusculares (MA) séo associagdes entre plantas e fungos
do solo pertencentes ao filo Glomeromycota (SCHUBLER et al.,, 2001). O
beneficio da associacdo para a planta surge do aumento da extensdo da
superficie de absor¢cédo de agua e nutrientes no solo, proporcionado pelas hifas
e, em troca, o fungo recebe carboidratos fotoassimilados (HERRMAN et al.,
2004). Essas associacdes proporcionam o crescimento de plantas com melhor
qualidade nutricional e fitossanitaria, devido ao aumento da capacidade de
absorcdo de agua e nutrientes, maior tolerancia a estresses biéticos e abioticos
(CAVALCANTE et al., 2001)

A simbiose micorrizica se torna importante no desenvolvimento de

espécies vegetais, principalmente em regides semiaridas (ALGUACIL et al.,



2004), uma vez que as hifas fungicas possuem maior capacidade de absorcéo
de &gua e nutrientes em comparac¢do com as raizes das plantas, resultando em
melhoria nutricional e reducdo do estresse hidrico (PORCEL & RUIiZ-LOZANO,
2004).

Sao0 escassos os estudos sobre a ocorréncia e diversidade de Fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) na cultura do sisal, e inexistentes em
condicbes de semiarido. Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a
ocorréncia e a diversidade de espécies de FMAs em plantios de sisal na regido

semiarida da Bahia.

O trabalho esta dividido em revisao bibliografica sobre a cultura do sisal
no semi-arido baiano, os fungos micorrizicos arbusculares, proteinas do solo
relacionadas a glomalina, a simbiose e seus beneficios na producéo agricola e
classificacdo taxonbmica dos FMAs, com resultados do estudo sobre a
ocorréncia e diversidade dos FMAs nos plantios de sisal na regido semiarida da
Bahia.



2.0 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A cultura de sisal (Agave sisalana Perrine) no semiarido baiano

O sisal €é originario do México, tendo sido trazido para o Brasil por volta
de 1903. A partir da década de 1930, o sisal passou a ser uma alternativa
econdbmica de producdo agricola, adaptando-se muito bem as regifes

semiaridas do nordeste brasileiro onde € cultivado em largas extensoes.

O sisal é uma planta semixerofila (Figura 1), altamente resistente a
estiagens prolongadas, pois apresenta estruturas peculiares de defesa contra
as condicdes de aridez, como folhas carnosas, numero reduzido de estbmatos

e epiderme fortemente cutinizada (CNA, 2004).

Figura 1. Cultivo de sisal (Agave sisalana)

Esta cultura tem se destacado no semiérido da Bahia pela capacidade
de geracdo de emprego e utilizacdo de mao de obra familiar, por meio de uma



cadeia de servicos que abrangem, desde os trabalhos de manutencdo das
lavouras (baseados na méao-de-obra familiar), a extragéo e o processamento da
fibra para o beneficiamento, até as atividades de industrializacdo de diversos
produtos, bem como seu uso para fins artesanais. A cultura do sisal exige méo-
de-obra em todas as fases de implantacdo, manutencdo, colheita e
desfibramento. A resisténcia do sisal ao clima adverso tem sido uma das
razBes por que, em algumas areas do nordeste, os agricultores optaram pelas

exploracdes sisaleiras (SEAGRI, 2009).

No Nordeste do Brasil, a regido semiarida ocupa cerca de 800.000 km?,
totalizando 11% do territério nacional (DRUMOND et al., 2000). Nesta regido,
prevalece o clima semiarido que € caracterizado pelo alto potencial de
evapotranspiracdao (2000 mm por ano), precipitacdo média de 700 mm por ano
(minima de 300 e maxima de 1000 mm) concentradas em 3 a 5 meses do ano
e temperatura média de 23 a 27 °C (SAMPAIO, 1995). A regido semiéarida é
caracterizada por forte insolacdo, temperaturas relativamente altas e de regime
pluviométrico marcado pela escassez, irregularidade e concentracdo das

chuvas num periodo de apenas trés meses (NESA, 2012).

A cultura do sisal se apresenta como uma das poucas alternativas de
producdo agricola e de desenvolvimento para o semiarido baiano, que se
constitui em uma das regides mais secas e mais pobres do nordeste brasileiro
(PROSSIGA, 2007). Consequentemente, esta cultura tem grande importancia
social e econbmica na regido semiarida da Bahia, ocupando uma area de
276.126 hectares (IBGE, 2011). As exportacOes da fibra de sisal e seus
derivados na Bahia alcancaram em 2010 o valor de US$ 65.671.000 (SEl,
2011).

As folhas de sisal produzem uma fibra altamente resistente que é
utilizada na industria da cordoaria e tapetes e para artesanato e vassouras,
bem como, na fabricacdo de celulose para a producédo de papel Kraft (de alta
resisténcia) e outros tipos de papel fino para cigarro, filtro, papel dielétrico,
absorvente higiénico, fralda, etc. (ALVES & SANTIAGO, 2005).

A cultura esta difundida em 75 municipios baianos, contribuindo com

94% da producéo nacional de sisal, com participacdo expressiva na pauta de



exportacdes, sendo o estado da Bahia, o maior produtor mundial de sisal,
explorando mais de 160 mil hectares (ALVES & SANTIAGO, 2005).

Os principais municipios produtores de sisal na Bahia compdem as
microrregides de Serrinha, Senhor do Bonfim, Jacobina e Euclides da Cunha e
contribuem com 90% da area plantada com sisal no Estado (IBGE, 2010). A
microrregido de Serrinha, também conhecida como o Territério do Sisal esta
localizada no semiarido baiano composto por vinte municipios que expressam
uma identidade histérica e socio-cultural, sendo estes: Araci, Barrocas,
Biritinga, Candeal, Cansancéo, Conceicdo do Coité, Ichu, Itidba, Lamarao,
Monte Santo, Nordestina, Queimadas, Quijingue, Retirolandia, Santa Luz, Sao
Domingos, Serrinha, Teofilandia, Tucano e Valente. A regido apresenta uma
vegetacao diversificada, formada por plantas resistentes ao clima seco e arido
(Figura 2).
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Figura 2. Mapa do Territério do sisal. Fonte: SIT. Disponivel em: <http://serv-sdt-1.mda.gov.br>.



2.2 - Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS), Filo Glomeromycota, séo
organismos biotroficos obrigatorios, que se associam com raizes de plantas
vasculares terrestres, epifitas, aquaticas e também com rizéides e talos de
bridfitas e outros vegetais basais, formando relagbes simbioticas mutualistas
denominadas micorriza arbuscular (MA), que sdo amplamente distribuidos no
reino vegetal. A sua ocorréncia é tdo ampla que mais de 80% das plantas
podem formar associacBes micorrizicas do tipo arbuscular, sendo esta
considerada uma associagdo cosmopolita, reconhecida como parte importante
e integral dos ecossistemas naturais de todo o mundo (GADKAR et al., 2001).

As MAs formam estruturas como arbusculos, hifas e vesiculas no interior
do cortex radicular e a simbiose se estabelece pela presenca dos arbusculos
que sao estruturas fungicas intracelulares que permitem a transferéncia de
fotoassimilados da planta para o fungo (SCHROEDER & JANOS, 2004).
Destacam-se dos outros tipos de micorriza por apresentarem um grau mais
elevado de especializacdo na interface planta-fungo, com o desenvolvimento
dos arbusculos, que possibilitam um aumento de até 20 vezes da superficie de
contacto planta-fungo (ENTRY et al. 2002).

O micélio fungico que se desenvolve ao redor das raizes, explora um
maior volume de solo por meio da extensdo de suas hifas, facilitando a
absorcado e o transporte de nutrientes, principalmente os de baixa mobilidade
no solo, como o fésforo. As hifas também formam interligacdes entre raizes de
plantas, possibilitando a transferéncia de nutrientes entre as mesmas (BERTA
et al. 2005). Desta forma, os efeitos que as MAs exercem sobre as plantas
hospedeiras estéo relacionados a absor¢éo e translocacédo de nutrientes, entre
outros beneficios (NOGUEIRA & CARDOSO, 2000).

Os efeitos de promocédo de crescimento de plantas estdo relacionados
diretamente ao crescimento e a producdo vegetal e resultam, principalmente,
da acéo direta do fungo na absorc¢édo de nutrientes em virtude da maior &rea de
absorcao de nutrientes pelas hifas (THOMSON et al., 1990).



Estudos em espécies vegetais diversas, em varias partes do mundo,
mostram que plantas micorrizadas geralmente absorvem maiores quantidades
de macro e micronutrientes, como também outros elementos como Br, Cl, Na,
Al, Si (MARSCHNER & DELL, 1994; CLARK & ZETO, 2000).

A formagdo da simbiose € um processo dindmico, onde diferentes
combinagdes planta-fungo podem produzir efeitos diversos no desenvolvimento
das plantas e na colonizag¢éo das raizes. A colonizagdo micorrizica representa
a biomassa fungica (vesiculas, arbusculos, hifas e esporos) no interior do
cortex da raiz, sendo muitas vezes influenciada pelo grau de susceptibilidade
da planta, taxa de crescimento e morfologia das raizes, assim como, pelas
diferentes estratégias de sobrevivéncia do fungo, variacbes ambientais e
fertilidade de solo (SMITH & READ, 1997). O micélio externo do fungo é
responsavel ndo s pela absorcédo e transporte de nutrientes do solo para a
planta, como pelo inicio de estabelecimento da simbiose e pela producao de
novos esporos (FRIESE & ALLEN, 1991).

As regides semiaridas sdo caracterizadas pela flutuagcdo sazonal do
regime de chuvas com periodos prolongados de seca afetando o crescimento
das plantas e a producdo de biomassa (SCHMIDT & KARNIELI, 2000). Os
FMA sdo importantes principalmente em condicdes de semi-arido (baixa
umidade), pois promovem a formacéao e estabilizacdo de agregados através da
acdo fisica de suas hifas, resultando em melhoria da estrutura do solo,
consequentemente, melhor retencdo e disponibilizacdo de é&gua para as
plantas (RUIZ-LOZANO & AZCON, 1995), através do micélio extracelular dos
FMA que tem funcéo direta na absorcéao e translocacdo de nutrientes e agua
para as plantas (TARAFDAR & PRAVEEN-KUMAR, 1996).



2.3 - Classificacao taxondmica dos fungos micorrizicos arbusculares

Os FMAs pertencem ao filo Glomeromycota, (monofilético) proposta por
SCHUBLER et al. (2001). Sao considerados um grupo monofilético, ou seja, um
grupo de espécies derivadas de um ancestral comum, contendo todos os
organismos que formam associa¢gbes mutualisticas com as raizes das plantas,
caracterizadas pela formacdo de arblsculos (MORTON et al., 1993).
Atualmente, o filo estd constituido por trés classes: Glomeromycetes,
Archaeosporomycetes e Paraglomeromycetes; cinco ordens, 16 familias, 31
géneros e 230 espécies (Tabela 1) (OEHL et al. 2011a - b).

Segundo OEHL (2008) a classificacdo dos FMA esta em constante
mudancga, pois novas evidéncias véem surgindo, modificando a posicdo das
espécies e dos géneros, principalmente aqueles que constituem hoje géneros

com maior numero de espécies, tais como Glomus e Acaulospora.

A classificacdo de um grupo de organismos deve expressar a evolugao
das espécies de forma ndo s6é a revelar suas relacbes filogenéticas, mas
também predizer através da classificacdo, caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas e comportamentais (ecoldgicas). Para que isso seja atingido, um
conjunto de técnicas deve ser aplicado. No caso dos glomeromicetos, a
classificacdo tem sido baseada principalmente em caracteristicas morfoldgicas
e ontogenéticas, e mais recentemente na sistematica molecular (SOUZA,
2007).



Tabela 1. Classificacdo do filo Glomeromycota

Classes Ordens Familias Géneros

Funneliformis

Septoglomus

Sclerocystis

Viscospora

Diversisporales Diversisporaceae Tricispora

Redeckera

Entrophosporaceae Entrophospora

Kuklospora

Pacisporaceae Pacispora

Scutellosporaceae Scutellospora

Racocetraceae Racocetra

Dentiscutataceae Dentiscutata

Quatunica

Intraspora

Geosiphonaceae Geosiphon

Fonte: Oehl et al. 2011 a—b


http://www.lrz.de/~schuessler/amphylo/amphylo_species.html#Rhizophagus
http://www.lrz.de/~schuessler/amphylo/amphylo_species.html#Sclerocystis
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Segundo GOTO & MAIA (2006), glomeromicetos produzem esporos com
caracteristicas Unicas dentro do reino Fungi, denominados glomerosporos, pela
condicdo monofilética do filo Glomeromycota e pela diversidade morfolégica
das estruturas subcelulares, tais como organizacdo da parede dos esporos. A
organizacdo de paredes dos esporos pode ser (evanescente, unitaria,
laminada, expansiva, membranosa, coriacea, amorfa, chanfranulada e
germinativa) e € um dos principais atributos morfolégicos utilizados na

caracterizacdo morfolégica desses fungos com fins taxonémicos.

Para SOUZA et. al. (2010) diversas caracteristicas morfolégicas e
ontogenéticas dos esporos, como modo de formacdo, tamanho, forma, cor,
tipo, estrutura e organizacdo de paredes e sua camadas, estruturas de
germinacao e forma de emergéncia do tubo germinativo, sdo utilizadas para

descricéo e a identificacdo das espécies nesse grupo de fungos.

Os glomerosporos sdo formados de trés modos diferentes: o primeiro,
glomoide, onde os esporos sao formados na porcéo terminal de uma hifa fértil
ou na porcdo intercalar dessa hifa; o segundo, gigasporoide, quando o0s
esporos sao diferenciados na por¢cdo lateral ou terminal de uma hifa
esporogénica, também denominada célula bulbosa ou célula suspensoroide; e
o terceiro, acaulosporoide, quando a esporulacgéo inicia-se com a formacgao de
um saculo esporifero (também chamado de vesicula-méae), e posteriormente o
esporo é formado no interior do pescoco do saculo ou na sua lateral (SOUZA et
al., 2010).

7

Segundo GOTO (2009), a coloracdo isoladamente é carater que néo
permite distinguir espécies de FMA, pois a interpretacdo da cor pode variar de
acordo com o observador, porém como caracteristica secundaria e, em

conjunto com outros caracteres, pode ajudar na identificacdo das espécies.

Para a comparacdo entre as espécies de glomeromicetos, alguns
pesquisadores vém construindo e mantendo paginas na web. Trés delas
possuem excelentes informacbes sobre taxonomia e filogenia dos
glomeromicetos. A pégina da Colecdo Internacional de Fungos Micorrizicos
(Vesiculo) Arbusculares (http://invam.caf.wvu.edu/), mantida pelo Dr. Joseph
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Morton e a pagina do Departamento de Patologia de Plantas da Universidade
de Agricultura Szczecin da Polonia, mantida pelo Dr. Janusz Blaszkowski
(http://www.agro.ar.szczecin.pl/~jblaszkowski/index.html) ~ possuem  varias
descricOes ilustradas com fotomicrografias de isolados mantidos nesses
bancos. A pagina organizada e mantida pelo Dr. Arthur SchiuRler
(http://www.Irz.de/~schuessler/amphylo/) enfatiza a sistemética molecular, e
traz a atual classificacdo filogenética dos glomeromicetos, disponibilizando
também uma gama de informac@es Uteis tais como: arquivos com alinhamentos
de sequéncias do gene 18S rRNA; acesso ao “index fungorum — species
fungorum?; lista com o nome das espécies descritas; acesso ao texto completo
de publicacdes originais contendo descri¢cdes de espécies de glomeromicetos;
entre outras informacdes (SOUZA et al., 2007).

2.4 - A simbiose e seus beneficios na producéao agricola

A simbiose entre os FMAs e as raizes das plantas constitui uma das
mais importantes entre micro-organismos e plantas (SMITH & READ, 1997). As
plantas micorrizadas apresentam maior capacidade de absorcao de nutrientes,

especialmente fésforo, e maior resisténcia a estresses bidticos e abidticos
(SOUZA & SILVA, 1996).

A importancia dos FMA para a sustentabilidade de sistemas agricolas e
naturais pode ser compreendida por sua ampla ocorréncia em ecossistemas
naturais terrestres, pela capacidade de formar associacdo com pelo menos
80% das familias de plantas fanerogamicas, e pelos beneficios que conferem a
estas (TRAPPE, 1987).

Os FMAs recebem mais de 20% dos fotossintatos produzidos pela
planta hospedeira, e em troca elas se beneficiam por meio da melhoria do
estado nutricional, uma vez que as hifas fungicas possuem maior capacidade
de absorcédo de nutrientes que as raizes. Além dos beneficios nutricionais, a

simbiose micorrizica promove aumento da taxa de crescimento, sobrevivéncia
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e alocacdo de biomassa. Os FMAs também apresentam a capacidade de
aumentar a densidade do sistema radicular, ajudando na recuperac¢do, quando
as plantas sado submetidas a estresse hidrico (BRYLA & DUNIWAY, 1997).

As associagdes micorrizicas do tipo arbuscular ocorrem em plantas de
interesse agricola, em pastagens e florestas tropicais, praticamente em todos

0S ecossistemas terrestres.

2.4.1 - Proteinas do solo relacionadas a Glomalina

A glomalina identificada por Sara Wright em 1996, € um importante
componente presente na parede de hifas e esporos dos FMA, que também é
liberada para o solo apés a morte e decomposicdo destas estruturas
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Segundo RILLIG et al., (2001), a glomalina
apresenta alta estabilidade no solo, e em condi¢cdes naturais, pode permanecer
até 42 anos quando ocorre sua completa mineralizacéo, periodo bem superior
ao de hifas, que nao ultrapassa 5-7 dias, e de raizes que varia de 10 dias até a

morte da planta arbérea.

A glomalina favorece a formacéo e estabilidade de agregados no solo,
contribuindo para a melhoria da qualidade edéfica. A relacdo entre estabilidade
de agregados do solo e concentracdes de glomalina tem sido demonstrada por
muitos autores (WRIGHT & ANDERSON, 2000).

Tem sido creditada a glomalina, a importante contribuicAo na
produtividade dos ecossistemas (LUTGEN et al.,, 2003). A propriedade de
“cola” da glomalina auxilia a fixagdo das particulas do solo, favorecendo a
formacdo de agregados estaveis. A glomalina sequiestra metais pesados,
reduzindo a disponibilidade e o risco de toxicidade destes elementos para
organismos e plantas crescidos em solos poluidos (GONZALEZ-CHAVES et
al., 2004). Entre 28 e 45% da molécula de glomalina é constituida por carbono
e de 0,9 a 7,3% ¢é nitrogénio, chegando a representar de 4 a 5% do C e do N
totais do solo (RILLIG et al.,, 2001; LOVERLOCK et al., 2004; NICHOLS &
WRIGHT, 2005).
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Em estudos de campo sobre a atividade dos FMA, a quantificacdo da
glomalina apresenta-se como uma avaliagdo rapida, barata, objetiva e
relativamente facil de ser realizada, quando comparada a outras variaveis
como densidade de esporos, comprimento das hifas, colonizacao radicular e
potencial de inéculo (PURIN & RILLING, 2007). ROSIER et al.,, (2008)
demonstraram que a quantificacdo da glomalina extraida diretamente de raizes
pode ser empregada como um indicativo da taxa de colonizagcdo por FMA.
RILLING et al., (2003) sugeriram que a quantificacdo da glomalina no solo pode
constituir importante indicador de mudancas causadas pelo sistema de uso da

terra e por isso poderia se tornar bom indicador de reabilitacao.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Area de estudo

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia e
Microbiologia Agricola e nas estufas agricolas da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia (UFRB), Campus de Cruz das Almas, cidade de Cruz das
Almas, Bahia. As amostras de solo foram coletadas em plantios de sisal
localizados em nove propriedades rurais de agricultores familiares,
pertencentes aos seguintes municipios produtores de sisal da regido semi-arida
da Bahia (Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; Retirolandia Fazenda Agua
Boa; Concei¢cdo do Coité Fazenda Santa Rosa; Concei¢cdo do Coité Fazenda
Maria Preta; Sdo Domingos Fazenda Martilho; Sdo Domingos Fazenda Lagoa
do Meio; Valente; Araci e Barrocas), cujos valores de latitude, longitude e

precipitacdo média anual estdo descritos na Tabela 2.

As nove areas de producédo de sisal foram escolhidas por apresentarem
diferentes caracteristicas, como tipo de solo, baixo indice de podriddo vermelha
do sisal, uniformidade de plantio, facil acesso as areas e permissdo do

produtor.

O clima local é caracterizado pelo alto potencial de evapotranspiracao
(2000 mm por ano), precipitacdo media de 700 mm por ano (minima de 300 e
maxima de 1000 mm), concentradas em 3 a 5 meses do ano, e temperatura
média de 23 a 27°C. O periodo chuvoso vai de novembro a margo. A
vegetacdo encontrada em todos os municipios é do tipo caatinga aberta, sem
palmeiras (SEI, 2011).
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Valores de latitude e longitude &reas produtoras de sisal na regiao
semiarida da Bahia.

Areas plantio Latitude Longitude Precipitacao
de sisal' média anual
R-FRA 11° 31’ 23,6” 39° 22’ 30,6” 450,2 mm
R-FAB 11° 30’ 06,7” 39° 27 12,6” 450,2 mm
C-FSR 11° 30’ 18,6” 39° 20’ 00,0” 576,7 mm
C-FMP 11°31°18,4” 39° 16’ 09,4” 576,7 mm
SD-FM 11° 27 29,1” 39° 33’ 09,6” 552,2 mm
SD-FLM 11° 26’ 39,2” 39°30° 13,1” 552,2 mm
\Y 11° 24 22,3” 39° 30’ 08,3” 503,7 mm
A 11°21° 39,7” 38°53 03,3” 549,2 mm
B 11° 35’ 54,2” 39° 06’ 06,2” 450,2 mm

*Area: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceicéo do
Coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceigdo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FSM= S&o Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.

Fonte: (EMBRAPA 2011).

3.2 - Coleta do solo e raizes nos plantios de sisal

Foram realizadas duas amostragens em cada area de estudo, sendo a
primeira em periodo seco (fevereiro) e a segunda em periodo chuvoso (junho).
As amostras de solo foram coletadas na camada de 0 a 15 cm de
profundidade, na proximidade das raizes de plantas de sisal, em 10 pontos
distribuidos aleatoriamente, em cada area. As amostras compostas
(constituidas das 10 sub-amostras simples coletadas em cada area) contendo
aproximadamente 2 kg de solo, foram acondicionadas em sacos plasticos,
armazenadas em recipientes de isopor e em seguida, conservadas a 4°C em

camara fria.

Raizes finas (> 2mm) de sisal foram coletadas nas areas, retirando toda
a planta do solo e recolhendo cuidadosamente todo o sistema radicular, de
modo que apenas raizes de sisal fossem coletadas. Logo apos a coleta, as
raizes foram lavadas e acondicionadas em recipientes de plastico contendo

alcool 50%, para avaliacdo da colonizacao micorrizica.
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3.3 - Caracterizacéo fisica e quimica do solo

A caracterizacdo fisica (Tabela 3) e quimica (Tabela 4) do solo foi
realizada no laboratério de solos da ESALg, seguindo o0s seguintes
procedimentos: subamostras de solo foram retiradas de cada amostra
composta, para a caracterizagéo quimica: pH em CacCl, (0,01 mol.L™); extracéo
de P, K', Ca™ e Mg™ pela resina trocadora de fons; Al*® trocavel por
titulometria (1 mol.L™"); H+Al (acidez potencial) - pH SMP; Na* por extracéo

duplo &cido (ESAL(Q, 2012). Os resultados sdo apresentados nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Analise granulométrica do solo.

Area’ Areia total Silte total Argila total
Textura
(9-k9)
R-FRA 842 32 126 arenoso
R-FAB 482 141 377 argiloso
C-FSR 858 16 126 argiloso
C-FMP 708 38 254 md-argiloso
SD-FM 515 117 368 argiloso
SD-FLM 514 94 392 argiloso
\% 832 18 150 md-arenoso
A a77 102 372 argiloso
B 770 29 201 md-arenoso

TArea: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceic&o do
Coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceigéo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FSM= Sao Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.
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Tabela 4. Caracterizagdo quimica do solo das areas produtoras de sisal na regido
semiarida da Bahia.

Areat pH? P S Na K Ca Mg Al H+AI SB CTC Y m M.O
mg.dm™ mmolc.dm™ % g/
dm?®
R-FRA 5,6 7 <3 0,8 2,9 21 8 0 13 32,6 45,9 71 0 114

R-FAB 6,6 314 9 6,6 2,4 255 101 0 12 365,1 377,1 97 0 114
C-FSR 6,3 51 <3 0,8 2,5 47 13 0 10 63,8 73,4 87 1 97
C-FMP 6,2 18 <3 15 3,0 77 26 0 25 108,2 1331 81 0 97
SD-FM 6,3 58 3 31 1,0 236 79 0 15 318,6 333,3 9% 0 11,3

SD-FLM 53 48 3 2,0 14 149 68 0 47 220,4 267,3 82 0 113

\% 5,2 7 <3 0,8 3,6 12 5 0 18 21,6 39,8 54 0 114
A 4,8 6 3 1,7 19 24 10 1 24 37,7 61,9 61 3 17,0
B 4,7 8 <3 12 2,9 25 7 1 25 35,8 60,7 59 1 106

Area: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceigdo do Coité
Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceicdo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FM= S&do Domingos Fazenda Martilho; SD-
FLM= Sao Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.? pH em CaCl, (0,01 mol.L™).

3.4 - Densidade de esporos de FMAs

Os esporos de FMAs foram extraidos de 50 g das amostras de solo,
utilizando-se a técnica de peneiramento umido (GERDEMANN & NICOLSON,
1963), seguido por centrifugacdo em agua e solucdo de sacarose 50%
(JENKINS, 1964). Neste procedimento, cada amostra de solo foi transferida
para um bequer de plastico contendo 1000 ml de &gua, sendo esta mistura
agitada manualmente para desestruturacao de todos os torrdes (aglomerados)
de solo existentes. Na seqUéncia, o material foi decantado por um minuto,
sendo o sobrenadante vertido sobre duas peneiras sobrepostas de malha
40um e 400um. O material retido nas peneiras foi transferido com auxilio de
jato de agua com uma piseta, para tubo plastico de centrifuga e centrifugado
em agua a 3000 rpm, por 3 minutos (centrifuga Fanen baby). Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao pelet a solucdo de sacarose
50%, até completar o volume do tubo de centrifuga (50 mL). O material foi
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ressuspendido com auxilio de bastdo de vidro e a suspensdo centrifugada a
2000 rpm por 1 minuto. ApOs centrifugagcdo, o sobrenadante foi vertido na
peneira de 400um e o material retido na peneira foi lavado com agua potavel
para remocdo do excesso de sacarose e acondicionado em frasco de vidro

para contagem em sob auxilio de microscopio estereoscopico.

3.5 - Teores de glomalina facilmente extraivel e total

Para a determinacéo do teor de glomalina facilmente extraivel (GFE) nas
amostras de solo, foi utilizado o método proposto por WRIGHT & UPADHYAYA
(1998). Para extracdo da GFE, 0,25 g de solo foram pesados e transferidos
para tubos de ensaio e adicionados 2 mL de citrato de sodio (20 mM; pH 7,0).
Os tubos foram devidamente identificados, vedados com papel aluminio e
parafime, e em seguida autoclavados por 30 minutos a 121°C. Apoés
autoclavagem, o sobrenadante foi transferido para tubos de microcentrifuga
tipo Eppendorf, com capacidade para 2 mL, e centrifugado a 10000 rpm por 5
minutos (centrifuga Fanen baby), e o sobrenadante imediatamente armazenado
em frascos de penicilina a 4°C para a quantificacdo da GFE. Para a extracéo
da glomalina total (GT), foram adicionados 2 mL de citrato de sédio (50mM; pH
8,0) ao sedimento resultante da extracdo da GFE, seguido de autoclavagem
(121 °C/1 hora) por 3 vezes seguidas, até o sobrenadante ndo apresentar
coloragdo marrom-avermelhada, caracteristica da glomalina. Os sobrenadantes
resultantes dos ciclos de extracdo da GT foram centrifugados a 10000 rpm por
5 minutos e armazenados em um Unico frasco de vidro tipo penicilina a 5° C até
a quantificacdo. Conforme o método de BRADFORD (1976), uma aliquota de
50 yL do sobrenadante, com 2,5 mL do reagente comassié blue G-250 foram
utilizados para quantificacéo dos teores de GFE e GT (mg/g de solo™), tendo
como curva-padréo o soro de albumina bovina (BSA). O carbono da glomalina
(C-G) foi estimado a partir da glomalina total, considerando-se que o carbono
representa 43,1% da molécula (RILLING et al., 2003) e expresso em MG.g*

solo.
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3.6 - Culturas armadilha dos esporos das &reas de sisal

A multiplicacédo das populacdes de FMAs foi realizada em estufa agricola
no campus de Cruz das Almas da UFRB, BA. Foram utilizadas trés plantas
multiplicadoras em cada vaso: o sorgo (Sorghum sudanense), a braquiaria
(Brachiaria decumbens) e o painco (Panicum miliaceus L.). As amostras
compostas de solo contendo esporos e raizes, coletadas nas areas produtoras
de sisal, foram misturadas na propor¢édo de 1:1 com areia lavada e esterilizada
e transferidas para vasos plasticos com capacidade de 1,5 kg de solo. A areia
lavada foi esterilizada em autoclave a 121°C, durante dois ciclos de 1,5 horas,
antes de ser misturada as amostras de solo. Foram montados trés vasos
(repeticdes) para cada amostra de solo, correspondendo a trés vasos por area
de plantio de sisal. Antes da semeadura, as sementes das plantas hospedeiras
foram desinfestadas por imersao em alcool 70% por 2 minutos, hipoclorito de
sédio (1%) por 2 minutos, seguido de 3 lavagens consecutivas em agua
esterilizada. As sementes desinfestadas foram semeadas juntas a uma
profundidade de 2 cm nos vasos contendo a mistura e solo e areia lavada,
colocando-se aproximadamente 50-60 sementes de sorgo, 5-10 sementes de
braquiaria e 5-10 sementes de painco por vaso. Os vasos permaneceram por
120 dias em estufa agricola, sendo irrigados diariamente com agua potavel. Foi
realizada a aplicagdo mensal de 20 ml de solugéo nutritva (HOOGLAND &
ARNON, 1950), isenta de P, em cada vaso, de forma a manter as
necessidades nutricionais das plantas. Periodicamente fez-se o rodizio na

disposicéo fisica dos vasos nas bancadas da estufa agricola.

3.6.1 - Extragdo do numero de esporos no solo

Apoés 120 dias de cultivo das culturas armadilhas, esporos de FMAs
foram extraidos de 50 g de amostras de solo retiradas de forma aleatéria dos
vasos, utilizando-se a técnica de peneiramento Umido (GERDEMANN &
NICOLSON, 1963), seguido por centrifugacdo em agua e solucéo de sacarose

50% (JENKINS, 1964). Apos a extracdo, os esporos foram transferidos para
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placa canaletada, e quantificados com o auxilio de um microscopio

estereoscopico Nikon SMZ-U, com aumento de 40 x.

3.6.2 - Contagem do numero de esporos no solo

Os esporos foram separados e selecionados por morfotipo, contados e
transferidos, com auxilio de uma micropipeta de 200pL, para laminas
microscopicas contendo uma gota de alcool polivinilico lactoglicerol (PVLG) em
uma extremidade e uma gota de PVLG + reagente de Melzer na outra
extremidade, colocando-se uma laminula em cada metade da lamina, para
identificacdo taxon6mica por meio de avaliacdo microscépica das
caracteristicas fenotificas estruturais, conforme SCHENCK & PEREZ (1990) e

descricdo das espécies, conforme as paginas do INVAM (2000).

3.6.3 - Identificacdo das espécies de FMAs

ApOs contagem, 0s esporos provenientes das culturas armadilhas, foram
separados por cor e tamanho e transferidos para laminas com resina PVLG em
uma extremidade e PVLG + Melzer em outra extremidade, colocando-se em
seguida uma laminula em cada extremidade da lamina. As espécies foram
identificadas com base na home-page das colec¢des internacionais de FMAs
(http://invan.caf.wwu.edu/) e (http://www.Irz-
muenchen.de/~schuessler/amphylo/), e publicacbes cientificas mais recentes,
contendo a descricdo de novas espécies. A interpretacdo das caracteristicas
taxonbmicas foi feita por meio de observacbes em microscopio 6ptico com

iluminacdo de campo-claro e objetiva de imersdao. Os esporos foram


http://www.lrz-muenchen.de/~schuessler/amphylo/
http://www.lrz-muenchen.de/~schuessler/amphylo/
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identificados de acordo com a andlise morfologica classica. Os caracteres
taxondmicos observados nos esporos foram: nimero e tipo de camadas das
paredes e sua reacdo ao reagente de Melzer; caracteristicas das paredes
internas, quando presentes; morfologia da hifa de sustentacdo em variacao da

cor e tamanho dos esporos.

A riqueza de espécies foi determinada de acordo com o numero de
espécies de FMA identificadas nas amostras de solo das areas estudadas.
Para medir a similaridade de espécies entre as areas foi utilizado o coeficiente
de Sorensen (BROWER & ZAR, 1984), segundo a equacdo: S = [2c¢/ (a
b)]*100, onde: ¢ = nimero de espécies comuns as duas areas (1 e 2); a

+

ndamero de espécies na area 1; e b = nimero de espécies na area 2. A

frequéncia de ocorréncia das espécies foi estimada segundo a equacao: Fi
Ji/k*100 onde, Ji = numero de amostras nas quais a espécie ocorreram; k =

numero total de amostras de solo.

3.7 - Percentagem de colonizacdo micorrizica

As amostras de raizes de sisal, coletadas nas épocas seca e chuvosa, e
preservadas em alcool 50%, foram lavadas com agua de torneira, clarificadas
com KOH, acidificadas com HCI e coradas com azul de tripano de acordo com
o0 método de KOSKE & GEMMA (1989). Para a quantificacdo da colonizagéo
micorrizica, foram montadas, para cada repeticdo, 10 laminas com 10
segmentos de aproximadamente 1 cm de raiz em cada lamina, sendo as raizes
embebidas em glicerol acido e com uma laminula cobrindo a superficie superior
destas. As raizes coradas e montadas em laminas foram analisadas para
presenca ou auséncia de estruturas de fungos micorrizicos, em microscopio
optico com iluminagdo de campo-claro e objetiva de imersdo, Os dados da
colonizacdo micorrizica radicular foram analisados pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.
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3.8 - Extracao do DNA total e amplificacdo por PCR das raizes do campo

Foram realizadas extracdo de DNA total e amplificagdo por PCR das
amostras de raizes de sisal, coletadas na época chuvosa, e preservadas a -
80°C. O DNA total das amostras das raizes foi extraido utilizando o protocolo
descrito por LI (2000). Apés extracdo, o DNA foi ressuspendido em 50 uL de
tampdo TE e armazenado a -20°C para posterior uso. Varias diluicdes (1/10,
1/50 e 1/100) do DNA extraido foram preparadas e 2uL foram utilizados como
amostra para amplificacdo (ALGUACIL et al. 2011). Fragmentos do gene RNA
ribossomal foram amplificados usando nested PCR com primers universais
para eucariotos NS1 e NS4 (tabela 4) (WHITE et al., 1990). A reacédo de PCR
foi realizada utilizando o kit da Fermentas (Life Science). Para a primeira
reacdo de amplificacdo foram utilizados 2,5 uL de PCR Buffer (10X); 2,0 pL
dNTPs (10 mM); 2,0 uL de MgCl, (50 mM); 1,25 pL de cada primer (10 uM); 0,3
puL de Taq DNA Polimerase (5 U/uL) e cerca de 30 ng de DNA e H,0O ultra pura
para volume final de 25 uL, utilizando as seguintes condi¢cdes de
termociclagem: 94°C — 3’; seguido por 30 ciclos de 94°C — 30”; 40°C — 1’; 72°C
— 1’, seguido por uma etapa de extensao final de 72°C — 10’. A segunda reacao
foi realizada utilizando 2 pL de varias diluicdes seriadas (1/10, 1/20, 1/50 e
1/100) provenientes do produto da primeira reacdo de PCR, usando os primers
AML1 e AML2 (Tabela 5) (LEE et al., 2008), com especificidade para
Glomeromycota. A reacgdo foi realizada utilizando as mesmas concentracdes
dos reagentes da primeira reacdo e com volume final para 25uL, utilizando as
seguintes condi¢Oes de termociclagem: 94°C — 3’; seguido por 30 ciclos de
94°C — 1’; 50°C — 1’; 72°C — 1’ e 72°C — 10’. A quantidade e qualidade dos
produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0%, corado com
brometo de etidio.
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Tabela 5. Primers utilizados para determinacdo molecular da presenca de FMA em

amostras de raizes de sisal.

Primer Sequéncia (5’- 3’) Referéncia
NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC WHITE et al., 1990
NS4 CTT CCG TCAATT CCTTTAAG WHITE et al., 1990

AML1 ATC AACTTT CGATGG TAG GAT AGA LEE, et al., 2008

AML2 GAA CCC AAACACTTTGGTTTCC LEE, et al., 2008

3.9 - Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e teste de Scott e

Knott, a 5% de probabilidade, para a comparacao das médias, utilizando o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). Os dados referentes a

densidade de esporos e percentagem de colonizacdo micorrizica foram

transformados, respectivamente, por (x + 0,5) e arc sen x /100 (BANZATTO &

KRONKA, 1992).
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4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Densidade de esporos de amostras de campo e da cultura armadilha

Nas amostras de solo coletadas em campo, a densidade de esporos
variou de 269,3 a 720,0 esporos em 50 g de solo, no periodo seco, e de 197,3

a 672,0 esporos em 50 g de solo no periodo chuvoso (Tabela 6).

Tabela 6. Densidade de esporos no solo de areas produtoras de sisal na regido
semiarida da Bahia.

Areat Densidade de Esporos
(50g de solo)
Campo Cultura armadilha
S C S C
Periodo?
R-FRA 314,7cA 376,7cA 615,0cA 443,7bA
R-FAB 300,3cA 299,3cA 3330,0aA 465,7bB
C-FSR 269,3cA 197,3dA 2562,0bA 1341,3aB
C-FMP 720,0aA 672,0aA 2797,3bA 454,3bB
SD-FM 564,3bA 348,7cB 3842,7aA 671,3bB
SD-FLM 510,0bA 347,0cB 3027,7bA 698,3bB
\V 551,0bA 473,0bA 827,7cA 678,3bA
A 545,0bA 485,7bA 2482,3bA 632,7bB
B 589,7bB 756,7aA 3553,3aA 946,7aB
cv(%) 8,01 9,51

TArea: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceic&o do
Coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Concei¢do do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FM= S&o Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas. *Periodo: S = seco;
C: chuvoso. Médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott & Knott a
5% de probabilidade.Letras mindsculas comparam na coluna as diferentes areas em cada periodo e letras mailsculas
comparam na linha a area nos dois periodos.

Nas amostras de campo em ambos o0s periodos, maiores valores foram

registrados nas amostras da area de Conceicdo do Coité “Fazenda Maria
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Preta”, com solo médio argiloso, com 18 mg.dm? de fésforo e pH= 6,2 (Tabelas
3 e 4). No periodo chuvoso, valores elevados foram observados também na
area de Barrocas (Tabela 6), sem diferenca significativa daqueles observados
na area de Concei¢ao do Coité “Fazenda Maria Preta” (Tabela 6). As areas de
Sdo Domingos apresentaram maior densidade de esporos no periodo seco,
enquanto que a area de Barrocas apresentou uma densidade de esporos
28,3% superior no periodo chuvoso. Nas demais areas, nao foram observadas
diferencas significativas em relacdo a densidade de esporos entre os periodos

seco e chuvoso (Tabela 6).

Esperava-se que no periodo seco fossem encontradas densidades
maiores de esporos nas amostras de solo, de campo, considerando que 0s
fungos tendem a esporular em condi¢cdes de estresse, a exemplo do estresse
por deficiéncia hidrica. Segundo HART & READER (2002), a esporulacdo €
uma estratégia de sobrevivéncia dos FMA em condi¢des adversas. Os esporos
sao estruturas de resisténcia, e tendem a apresentar maior esporulacao nos
periodos de estiagem (CAPRONI et al., 2000). Entretanto, OCHOA-MEZA et
al., 2009) observaram em Agave angustifolia que a maior esporulacdo de
fungos micorrizicos ocorreu no verao, periodo de temperaturas benéficas para
o crescimento do Agave e com chuvas. Estes autores afirmam que a
temperatura teve um efeito mais marcante na esporulacdo de FMAs, sem
aparentemente estar associado ao Agave angustifolia e que o numero de
esporos variou de 9.200 a 43.500 esporos por dm? de solo, pertencentes a 32
morfotipos. A esporulagdo em determinados periodos estd mais relacionada
com a fisiologia do fungo (PRINGLE & BEVER, 2002: LUTGEN et al., 2003) e
influenciada pela disponibilidade de fotoassimilados do hospedeiro (MORTON
et al., 1993).

Em relagdo a amostragem realizada no periodo seco, foram registradas
maiores densidades de esporos no solo das culturas armadilhas referentes as
areas de Sao Domingos “Fazenda Martilho”, Barrocas e Retirolandia “Fazenda
Agua Boa” (Tabela 6), que ndo diferiram estatisticamente. Nas culturas
armadilhas, a densidade de esporos foi significativamente maior para as
culturas montadas com as amostras de solo coletadas no periodo seco, o0 que

pode ser consequéncia de outras variaveis como forma agregada como 0s
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esporos sdo encontrados no solo, funcdo da distribuicdo, morfologia e idade
fisiolégica das raizes. Segundo ANDERSON et al., (1983) a densidade de
esporos de FMA na rizosfera geralmente € bastante varidvel. O aumento na
densidade de esporos nas amostras de culturas armadilhas em relacéo as de
campo, pode ser explicada pelo fato de estarem em um ambiente controlado
em casa de vegetacdo, com irrigacdo e com trés diferentes plantas
hospedeiras. Diferentes espécies de plantas hospedeiras criam habitats ao
redor de suas raizes, permitindo a colonizacdo de espécies distintas de FMA
(CARRENHO et al. 2001).

No periodo de chuvas, as maiores densidades de esporos foram
observadas nas culturas armadilhas montadas com solo das areas de
Conceigéo do Coité “Fazenda Santa Rosa” e Barrocas, (Tabela 6), sendo estes
inferiores aos valores observados para as amostras coletadas no periodo seco.
N&o houve diferenca significativa entre as demais areas. Com excecao das
areas de Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre” e Valente, em todas as demais
areas avaliadas foram observadas maiores densidades de esporos nas culturas

armadilhas instaladas com solo coletado no periodo seco.

Estudos recentes sobre diversidade molecular de FMAs tém
demonstrado que estes fungos tém preferéncias por hospedeiros, ou seja,
apresentam especificidade hospedeira e diferentes espécies vegetais sao
colonizadas por diferentes comunidades de FMAs, apesar da falta de
especificidade de alguns fungos ser descrita e estes terem sido associados a

uma variedade muito grande de espécies e ambientes (OPIK et al., 2006).

4.2 - Colonizagéo Micorrizica

No periodo seco, maiores taxas de colonizacdo micorrizica foram
observadas nas areas de Concei¢ao do Coité “Fazenda Santa Rosa” (66,0 %),
Retirolandia “Fazenda Agua Boa” (64,0 %), Valente (65,6 %), S40 Domingos
“Fazenda Martilho (65,0 %) e S&do Domingos “Fazenda Lagoa do Meio” (62,6

%). No periodo chuvoso, os maiores valores foram observados nas areas de
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Retirolandia “Fazenda Agua Boa (47,6 %), Conceigdo do Coité “Fazenda Maria
Preta (55,6 %), Sdo Domingos “Fazenda Martilho” (50,3 %), Sdo Domingos
“Fazenda Lagoa do Meio” (45,0 %), Valente (56,6 %) e Barrocas (48,6 %)
(Tabela 7).

Tabela 7. Colonizacéo radicular de plantas de sisal has areas produtoras de sisal na
regido semiarida da Bahia.

Area! Colonizagéo
Radicular
(%)
Periodo?
S C
R-FRA 51,0bA 41,3bA
R-FAB 64,0aA 47,6aB
C-FSR 66,0aA 34,0bA
C-FMP 52,3bA 55,6aA
SD-FM 65,6aA 50,3aA
SD-FLM 62,6aA 45,0aB
Vv 65,6aA 56,6aA
A 47,3bA 33,0bB
B 52,0bA 48,6aA
cv(%) 10,59

TArea: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceic&o do
Coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Concei¢cdo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FM= S&o Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas. *Periodo: S = seco;
C: chuvoso. Médias seguidas pelas mesmas letras nado diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott & Knott a
5% de probabilidade.Letras minUsculas comparam na coluna as diferentes areas em cada periodo e letras mailsculas
comparam na linha a area nos dois periodos.

A area de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” apresentou o maior nivel
de fosforo, comparada as demais areas e as maiores taxas de colonizacdo
radicular, em média de 64% no periodo seco e 47% no periodo chuvoso,
enquanto que a area de Araci, com menor nivel de fosforo, apresentou
colonizacéo radicular de 47% no periodo seco e a menor porcentagem entre

todas as areas, de apenas 33% no periodo chuvoso.
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Apesar do nivel de fésforo no solo poder influenciar a esporulagéo, a
colonizagdo e a diversidade de espécies de FMA presentes no solo
(SIQUEIRA, 1994), no presente trabalho ocorreu correlagdo negativa entre o
nivel de fésforo e a colonizacdo na area de Retirolandia “Fazenda Agua Boa”.
Segundo SIQUEIRA et al.,, (1984) o fato de algumas combinacfes fungo-
hospedeiro, mesmo sob alto nivel de fésforo disponivel, apresentarem taxa de
colonizacéo alta, indica que os mecanismos de controle podem diferir entre

varios hospedeiros e fungos.

Foram observadas maiores porcentagens de colonizacdo radicular no
periodo chuvoso, nas areas de Barrocas, Valente, Sdo Domingos “Fazenda
Lagoa do Meio”, Sdo Domingos “Fazenda Martilho”, Conceicdo do Coité
“Fazenda Maria Preta” e Retirolandia Fazenda Agua Boa” (Tabela 7). Maiores
porcentagens de colonizacdo radicular no periodo chuvoso podem ser
explicadas pela disponibilidade de &agua neste periodo, que favorece o
crescimento radicular e o metabolismo da planta, refletindo na maior
disponibilidade de fotoassimilados para a planta, o que deveré favorecer uma

maior colonizacéo radicular pelo fungo.

Entretanto, é importante ressaltar que elevada colonizacao radicular por
FMAs pode ndo ser pré-requisito para respostas positivas no crescimento
vegetal, para todas as plantas inoculadas com FMAs. REQUENA et al., (1996)
observaram que fungos nativos foram ineficientes em promover o crescimento
de Anthyllis cytisoides, apesar da ocorréncia de elevadas percentagens de
colonizacéo radicular pelo fungo. Por outro lado, CARAVACA et al., (2003)
demonstraram correlagéo positiva entre colonizagdo e aumento da biomassa

aérea de plantas.

OCHOA-MEZA et al. (2009), estudaram a rizosfera e raizes de Agave
angustifolia na regido ocidental da Serra de Madre, em Sonora, México, nas
quatro estac¢des do ano e concluiram que o sodio, potassio e magneésio foram
os fatores abidticos mais importantes em relacdo a dinamica estacional de
FMAs associados a A. angustifolia. Para estes autores, os fatores bidticos mais
importantes foram a relacdo micélio extraradicular, micélio intraradicular,

micélio extraradicular e massa seca das raizes.
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Estudos futuros deverdo ser conduzidos para uma melhor compreenséo
da interacdo Agave sisalana — FMAs e o papel destes fungos na adaptacéo

desta planta as condi¢des adversas da regido semiarida da Bahia.

Foram observados esporos (Figura 3) e hifas (Figura 4) de FMA nas

raizes de sisal. Nao foram observados arblsculos nas raizes de sisal.

Figura 3. Raiz de sisal com esporos de FMA. Raiz corada com azul de tripano e
observada com aumento de 100x.

Figura 4. Raiz de sisal colonizada com hifas de FMA. Raiz corada com azul de tripano
e observada com aumento de 100x.
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4.3 - Teores de Glomalina

Os teores de glomalina facilmente extraivel (GFE) variaram entre 0,18 e
1,15 mg.g de solo™® no periodo seco e entre 0,59 e 3,02 mg.g de solo™ no
periodo chuvoso. Maiores teores de GFE foram observados na area de Séao
Domingos “Fazenda Lagoa do Meio” no periodo seco, enquanto que durante o
periodo chuvoso, a area de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” foi a que
apresentou maiores teores de GFE (Tabela 8). Os teores de GFE nas amostras
de solo de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” variaram significativamente do
periodo seco para o chuvoso, aumentando de 0,94 mg. g de solo™ no periodo
seco para 3,02 mg. g de solo™ no periodo chuvoso. Com excecdo da area de
Retiroldandia “Fazenda Agua Boa”, todas as outras areas apresentaram

valores menores no periodo seco (Tabela 8).

O teor de GFE nas areas variou entre 0,18 a 1,15 mg.g solo™ no periodo
seco e de 0,59 a 3,02 mg.g de solo™ no periodo chuvoso, valores que s&o
consistentes aos valores encontrados por SOUZA (2009), que obteve teores de
GFE nas éareas variando entre 1,17 a 1,66 mg.g solo™ no periodo chuvoso e de
1,25 a 1,62 mg.g de solo™ no periodo seco, em &reas de caatinga no semiarido
Paraibano, areas correspondentes a diferentes estadios sucessionais de
caatinga, (pasto com vegetacdo herbacea; estadio inicial com vegetacdo
composta de arbustos e herbaceas; estadio intermediario com vegetacao
composta de herbaceas, arbustos e arvores; e estadio tardio com caatinga

madura).
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Tabela 8. Teor de glomalina facilmente extraivel (GFE), glomalina total (GT) e
carbono da glomalina (C-G) nas areas produtoras de sisal na regido semiarida da
Bahia, nos periodos seco (S) e chuvoso (C).

’ GFE GT CG
Areat (mg.g solo™)
Periodo?
S C S C S C
R-FRA 0,18bB 0,75cA 0,07cB 1,79eA 0,03dB 0,77eA
R-FAB 0,94bB 3,02aA 4,10aB 7,09aA 1,77aB 3,07aA
C-FSR 0,54bA 0,52cA 1,43cA 1,68eA 0,62cA 0,73eA
C-FMP 0,53bB 1,22bA 1,30cB 4,10cA 0,56¢cB 1,77cA
SD-FM 0,21bB 1,06bA 0,97cB 4,39cA 0,42cB 1,90cA

SD-FLM 1,15aA 1,64bA 3,16bB  5,07bA  1,36bB  2,19dA

V 0,31bA 0,59cA 1,11cA 1,72eA 0,48cA  0,75eA

A 0,37bB 1,34 bA 0,91cB 2,89cA 0,39cB 1,24dA

B 0,32bB 0,87cA 1,17cB 2,76CA 0,50cB 1,19dA
cv (%) 37,07 15,19 15,18

TArea: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceicéo do
coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Concei¢do do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FM= Sdo Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas. *Periodo: S = seco;
C: chuvoso. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott & Knott a
5% de probabilidade. Letras mindsculas comparam na coluna as diferentes areas em cada periodo e letras mailsculas
comparam na linha a area nos dois periodos.

Os teores de glomalina total (GT) variaram entre 0,07 e 4,10 mg. g de
solo™ no periodo seco e entre 1,68 e 7,09 mg. g de solo™ no periodo chuvoso.
A éarea de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” apresentou maiores teores de GT

no periodo seco e no periodo chuvoso (Tabela 8).

Os menores valores de (GT) foram observados nas areas de
Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre”, Conceigdo do Coité “Fazenda Santa
Rosa”, Concei¢cao do Coité “Fazenda Maria Preta”, Sdo Domingos “Fazenda
Martilho”, Valente, Araci e Barrocas. Conceigao do Coité “Fazenda Santa Rosa”
e Valente foram as unicas areas que ndo apresentaram variacao significativa

entre os periodos seco e chuvoso, com relacdo a GT (Tabela 8).

O micélio extraradicular de FMAs contribui para a formacdo e
manutencado de agregados do solo (BEDINI et al., 2009; RILING et al., 2010),
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pela producao de glomalina, uma glicoproteina que age como elemento de cola
para as particulas do solo (WRIGHT & ANDERSON, 2000).

A maior quantidade de GT nas areas pode estar relacionada ao acumulo
dessa proteina ao longo do tempo, visto que RILLIG et al., (2004) afirmaram
gue a glomalina apresenta alta estabilidade no solo, podendo permanecer por

42 anos, até a sua mineralizacao completa.

E possivel que os maiores teores de GT nas areas em Retirolandia
“Fazenda Agua Boa” estejam relacionados ao maior teor de argila nos solos,
uma vez que estes minerais promovem protecdo fisica a molécula, contra a
acao de microrganismos decompositores. Embora os mecanismos que regulam
a producao de glomalina ainda ndo estejam bem compreendidos (PURIN &
RILLIG, 2007) acredita-se que caracteristicas do solo, condi¢Bes climaticas,
presenca e tipo de vegetacdo, espécie fungica, dentre outros fatores, podem
influenciar nas concentracdes de glomalina presentes nos solos (WRIGHT et
al., 1996; RILLG et al., 2001; WRIGHT & ANDERSON, 2002).

O carbono da glomalina (C-G) variou entre 0,03 e 1,77 mg.g de solo™ no
periodo seco e entre 0,73 e 3,07 no periodo chuvoso (Tabela 8). Foram
obtidos os maiores valores de carbono da glomalina (C-G) no periodo chuvoso.
O maior valor em relacdo as areas foi o de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” no
periodo chuvoso. O menor valor entre as areas foi registrado no periodo seco
em Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre” e no periodo chuvoso em
Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre” e Valente. Apenas Conceicdo do Coité
“Fazenda Santa Rosa” e Valente ndo apresentaram diferengas significativas
entre os periodos seco e chuvoso. Entre as areas, foi observada uma variagao
de 0,03 mg. g de solo® em Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre”, para 1,77
mg. g de solo® em Retirolandia “Fazenda Agua Boa”, no periodo seco. No
periodo chuvoso, a maior variacdo entre as areas foi de 0,77 mg. g de solo™
em Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre” para 3,07 mg. g de solo® em

Retirolandia “Fazenda Agua Boa” (Tabela 8).
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4.4 - ldentificacao das espécies de FMAs

A identificacdo taxondmica dos esporos de FMAs foi realizada apenas
para 0s esporos provenientes das culturas armadilhas. Segundo MORTON
(1993), a identificacdo de esporos de FMAs coletados diretamente no campo,
geralmente € uma tarefa dificil de ser executada, pois 0s esporos muitas vezes
encontram-se com as paredes degradadas ou parasitados, eliminando
caracteristicas necessarias a sua correta identificacdo. A técnica de
multiplicacdo de FMAs utilizando culturas armadilhas permite a recuperacao
dos esporos de tal forma que possam ser identificados, além de possibilitar a

esporulacéo de espécies que nao apareceram nas amostras de campo.

Foram registradas 34 espécies de FMA, distribuidas nos géneros,
Acaulospora (7 espécies), Glomus (5 espécies), Racocetra (5 espécies),
Paraglomus (3 espécies), Ambispora, Pacispora, Rhizophagus e Sclerocystis
(2 espécies), Dentiscutata, Entrophospora, Gigaspora, Septoglomus e
Claroideoglomus (1 espécie) (Tabela 9).

Embora tenham sido identificadas 34 espécies, é possivel que a riqueza
de FMAs seja maior que a encontrada. De acordo com BEVER et al., (1996) a
multiplicacdo de esporos em cultura armadilha, embora ajude a recuperar
alguns fungos, néo possibilita a recuperacao de todos 0s esporos presentes no
solo, pois a taxa de esporulacdo depende, alem de outros fatores, da planta
hospedeira. Além da multiplicagdo em cultura armadilha, os fatores ambientais
também influenciam a ocorréncia e distribuicdo das espécies de FMA e muitas
espécies de FMA sao de ocorréncia generalizada em regides de clima similar
(ALLEN et al, 1995).



Tabela 9. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) em solo de areas produtoras de sisal na regido semiarida da Bahia.

Espécie de FMA Areal

Periodo?2

n
(@]
%)
(@]
n

C S C S Cc S Cc S C S Cc S

O

Acaulospora excavata

Acaulospora morrowiae

Acaulospora sp.

X XXX X
>
x
x
x
>

Ambispora appendicola

>
>
>
x
x
>
x
x
x
>
>

X
X
X
X
X
X
X

Claroideoglomus etunicatum

X
X
X

Entrophospora infrequens

x

Glomus brohultii

x
>
x
>

Glomus halonatum

x
x
>
>

Glomus tortuosum

Rhizophagus clarus

x

Sclerocystis coremioides

x
x
x
x
x
x
x
x

Funneliformis mosseae

Paraglomus brasilianum

Paraglomus occultum

>
x
x
x
x
x
x
x

X

Racocetra fulgida

34



35

Racocetra gregaria X X X

Racocetra intraornata X X X X

Racocetra sp. X X

Septoglomus sp. X X X

Rigueza de espécies 9 14 10 5 5 10 4 5 9 3 5 9 5 8 8 4 8 6

"Area: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceic&o do coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceicéo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-
FSM= Sao Domingos Fazenda Martilho; SD-FLM= S&o Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.
% Periodo: S = seco; C: chuvoso
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O género Acaulospora foi 0 que apresentou maior ocorréncia, com sete
espécies relatadas, sendo a espécie Acaulospora scrobiculata com frequéncia
em cinco areas (Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre”; Conceigao do Coité
‘Fazenda Santa Rosa”; Sao Domingos “Fazenda Martilho”; Sdo Domingos
“Fazenda Lagoa do Meio” e Barrocas). As espécies mais seletivas do género
Acaulospora que ocorreram em apenas uma area independente de periodo
foram: Acaulospora cavernata (Conceigdo do Coité “Fazenda Santa Rosa”) e

Acaulospora longula (Conceigéo do Coité “Fazenda Santa Rosa”).

Um fato que pode explicar a maior ocorréncia do género Acaulospora
€ a capacidade de melhor adaptacdo deste género a ambientes quentes e
aridos, como discutido por TAO & ZHIWEI (2005), os quais sugerem que esta
adaptacdo se deve ao pequeno tamanho dos esporos, caracteristica deste
género. O tamanho reduzido dos esporos poderia conferir uma vantagem
adaptativa a este género ao estresse hidrico (BRUNDRETT et al., 1999). Além
disto, TAO & ZHIWEI (2005) discutem que espécies com esporos pequenos
teriam maiores vantagens em colonizar raizes de plantas hospedeiras. A
prevaléncia deste género em ambientes com caracteristicas semelhantes as
encontradas na regido semiarida do Nordeste, também foram reportadas por
WILSON et al., (1992), os quais relatam a maior ocorréncia deste género em
solos cultivados com Terminalia spp., numa reserva florestal tropical, localizada
na Costa do Marfim, onde as temperaturas médias anuais sdo em torno de 26
a 27°C.

O género Glomus, teve ocorréncia em cinco areas (Tabela 8).
ALGUACIL et al., (2009) descreveram a predominancia de espécies de
Glomus em florestas tropicais, areas agricolas e solos Gypsium. Glomus pode
ser predominante por ser mais adaptado as condi¢des peculiares de salinidade
desses solos e devido a capacidade alta de esporulacdo e capacidade de
colonizar por meio de fragmentos de micélio, o que permite melhor

sobrevivéncia e propagacéao, conforme descrito por (OHL et al., 2003).

VANDENKOORNHUYSE et al.,( 2011) citam que a comunidade de
FMAs pode variar muito em funcdo da espécie hospedeira, mesmo dentro do
mesmo ecossistema e, nas condigcbes estudadas por estes autores, estes
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fungos ndo apresentaram muita variacdo, estando alguns mais ligados ao

manejo da cultura.

A ocorréncia de espécies de Glomus é também explicada por
CARRENHO, (2001) quando afirma que diferencas na morfologia (cor,
tamanho e espessura das paredes) podem contribuir para o sucesso de
espécies deste género, pois esporos pequenos tendem a ser carregados com a
dgua da chuva, para as por¢cdes mais profundas do solo, sendo assim
protegidos do ataque de parasitas e predadores que povoam as regibes mais

superficiais do solo, onde a deposi¢cao de matéria organica é maior.

Os esporos de Gigaspora nao foram identificados ao nivel de espécie e
nao foi observada a ocorréncia destes nas areas de Retirolandia “Fazenda
Agua Boa”, Sdo Domingos “Fazenda Martilho” e Araci. O género Gigaspora
teve ocorréncia nos dois periodos nas areas de Valente e Araci, e em apenas
um periodo nas areas de Retirolandia “Fazenda Rancho Alegre”; Conceicao do

Coité “Fazenda Santa Rosa” e Conceicao do Coité “Fazenda Maria Preta”.

Dentro do género Ambispora, a espécie mais seletiva foi Ambispora
callosa, ocorrendo apenas na area de Retirolandia “Fazenda Agua Boa” no

periodo seco.

Pacispora boliviana foi a Unica espécie identificada do género
Pacispora, registrada no periodo chuvoso na area de Retirolandia “Fazenda
Rancho Alegre” e no periodo seco na area de Conceigao do Coité “Fazenda

Santa Rosa’.

A espécie de maior ocorréncia do género Paraglomus, foi Paraglomus
occultum, a qual s6 néo foi observada em Conceigédo do Coité “Fazenda Maria
Preta” e “Fazenda Santa Rosa”. P. occultum ocorreu em apenas um periodo na
mesma area, e nos dois periodos na area de Sdo Domingos “Fazenda Lagoa
do Meio”. A espécie Paraglomus laccatum ocorreu apenas na area de

Retirolandia “Fazenda Agua Boa”, no periodo seco.

FERROL et al., (2004) encontraram apenas cinco espécies de fungos

micorrizicos num ecossistema semi-arido na Espanha, provincia de Alicante,
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confirmando o elevado grau de degradacéo dessas areas, com predominancia
de Glomus e Paraglomus. Paraglomus occultum foi encontrado por FERROL
et al., (2004) e por ALGUACIL et al., (2011), como uma das espécies mais
abundantes (95% de similaridade nos estudos moleculares com P. occultum).
Fungos que formam esporos pequenos sao mais adaptados para germinacao e
colonizacdo de raizes de plantas em ambientes de estresse como os das
regibes semi-aridas (JACOBSON, 1997). ALGUACIL et al, (2011)
demonstraram que existe preferéncia de hospedeiros por FMAs e diferentes
espécies vegetais tem diferentes comunidades de FMAs colonizando as raizes.
VANDENKOORNHUYSE et al., (2011) em estudos de ecologia microbiana,
demonstraram que a comunidade de fungos micorrizicos € dependente da

espécie de planta.

A espécie de maior ocorréncia nas areas de plantio de sisal foi
Ambispora appendicula (Figura 5), em ambos os periodos seco e chuvoso,
ocorrendo em oito das nove areas analisadas, apenas ndo sendo registrada na
area de Conceicdo do Coité “Fazenda Maria Preta” e, segundo SPAIN et al.,

(2006), esta espécie de Ambispora € facilmente distinguida das demais

espécies pela ornamentacao da parede media.

Trés espécies do género Racocetra foram encontradas, sendo que a
de maior ocorréncia foi Racocetra intraornata, observada em trés areas e na

area de Valente teve ocorréncia nos dois periodos.

Foram registradas duas espécies do género Rhizophagus, sendo que a
espécie Rhizophagus intraradices ocorreu em seis das nove areas e a espécie
Rhizophagus clarus, teve ocorréncia apenas na area de Retirolandia “Fazenda

Agua Boa’.

O género Sclerocystis, teve ocorréncia de duas espécies, Sclerocystis
sinuosa ocorrendo em quatro areas e Sclerocystis coreomioides de ocorréncia
na area de Valente. Claroideoglomus teve apenas uma espécie registrada,

Claroideoglomus etunicatum, de ocorréncia em cinco areas.
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Figura 5. Ambispora appendicola: (A) Detalhe do pedicelo; (B) Ornamentacéo (OR); (C) Forte

reacdo ao Melzer; (D) Parede Externa (PE), parede média (PM) e parede interna (PI).

O género Septoglomus teve apenas uma espécie registrada, uma
espécie nova que esta sendo descrita (dados a publicar), tendo ocorréncia nas
areas de Sao Domingos “Fazenda Martilho”, no periodo seco, e Sdo Domingos

“Fazenda Lagoa do Meio”, em ambos os periodos.

Todos 0s géneros e espécies identificados nas amostras de solo
estudadas neste trabalho tem registro de ocorréncia no Brasil, com excecao do
Septoglomus sp. (SOUZA, 2010), que estad sendo registrada como espécie

nova, além de Pacispora boliviana e Paraglomus laccatum.

Quanto a ocorréncia das espécies identificadas, também ja haviam sido
citadas as espécies de Glomus occultum e Acaulospora scrobiculata em area
de caatinga, na Bahia (SILVA, 2000). Acaulospora scrobiculata, A. excavata,

A. longula e Paraglomus occultum foram identificadas no perimetro irrigado do
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Vale do Submédio Sédo Francisco, em Pernambuco (YANO-MELO, 2002) e
Acaulospora scrobiculata foi identificada em agrossistemas no sertdo de
Pernambuco (MAIA & TRUFEM, 1990), mas sem registros destas espécies em
plantios de sisal (Agave sisalana) na regido semiarida da Bahia e nem em

outras regides do Brasil e no mundo.

Das 34 espécies identificadas nas areas de cultivos de A. sisalana no
semiarido da Bahia, segundo SOUZA, (2010), 20 espécies ja haviam sido
reladas em areas de caatinga no Brasil e destas, nove espécies (A. excavata,
A. scrobiculata, Ambispora appendicola, Entrophospora infrequens e
Paraglomus occultum) foram relatadas em éareas de caatinga no estado da
Bahia.

O indice de similaridade entre as areas com relacdo as espécies de
FMAs foi maior entre as areas de Sado Domingos “Fazenda Lagoa do Meio” e
Sao Domingos “Fazenda Martilho” com 66,6% e entre Araci e Barrocas
também com 66,6%. O indice menor foi relatado entre as areas Sdo Domingos

“Fazenda Lagoa do Meio” e Valente com 20% (Tabela 10).

Tabela 10. indice de similaridade (%) de riqueza de espécies de fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) entre as areas produtoras de sisal estudadas na regiao

semiarida da Bahia.

Area!
Area! SD-
R-FRA R-FAB C-FSR C-FMP M SD-FLM V A B

R-FRA _ 24,2 51,4 33,3 45,1 50,0 46,6 56,2 51,6
R-FAB 24,2 _ 38,4 38,0 45,4 43,4 28,5 34,7 36,3
C-FSR 51,4 38,4 _ 43,4 41,6 40,0 34,7 32,0 50,0
C-FMP 33,3 38,0 43,4 _ 42,1 30,0 22,2 30,0 421
SD-FM 45,1 45,4 41,6 42,1 _ 66,6 31,5 38,0 40,0
SD-FLM 50,0 43,4 40,0 30,0 66,6 _ 20,0 36,3 38,0

\% 46,6 28,5 34,7 22,2 31,5 20,0 _ 50,0 63,1

A 56,2 34,7 32,0 30,0 38,0 36,3 50,0 _ 66,6

B 51,6 36,3 50,0 42,1 40,0 38,0 63,1 66,6

TArea: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa; C-FSR= Conceic&o do
coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceicdo do Coité Fazenda Maria Preta; SD-FSM= Sdo Domingos Fazenda
Martilho; SD-FLM= Sao Domingos Fazenda Lagoa do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.
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O indice de similaridade alto, de 66,6 % encontrado entre Araci e
Barrocas pode ser explicado por as areas apresentarem caracteristicas
quimicas do solo semelhantes como o pH. Araci apresentou pH de 4,8 e
Barrocas de 4,7. O mesmo ocorre nas areas de Sao Domingos “Fazenda
Martilho” e Sdo Domingos “Fazenda Lagoa do Meio” com valores de pH de 6,3

e 5,3, respectivamente.

4.5 - Extracdo de DNA das raizes

Os resultados indicaram que as raizes das plantas de sisal estavam
colonizadas por fungos do Filo Glomeromycota, para todas as nove amostras
de DNA extraido das raizes de sisal, as quais geraram produtos de PCR com
tamanho de banda esperado de aproximadamente 795 pb para fungos (Figura
6).

M = & - SD-FLM V
100 pb R-FRA R-FAB C-FSR C FM-P SD-FM

Figura 6 — Gel de eletroforese em agarose 1,0 %. M: marcador com 100 pares de bases.
Area: R-FRA= Retirolandia Fazenda Rancho Alegre; R-FAB= Retirolandia Fazenda Agua Boa;
C-FSR= Conceigdo do coité Fazenda Santa Rosa; C-FMP= Conceigdo do Coité Fazenda Maria
Preta; SD-FSM= Sao Domingos Fazenda Martilho; SD-FLM= Sao Domingos Fazenda Lagoa
do Meio; V = Valente; A = Araci; B = Barrocas.
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A extracdo de DNA foi realizada para confirmar a colonizacdo por FMAs
das raizes de sisal provenientes do campo. Entretanto, destaca-se que foram
utilizados os primers AML1 e AML2, especificos para Glomeromicota, embora
tenha sido constatado que poucos estudos foram desenvolvidos utilizando
estes primers para amostras coletadas no campo. ALGUACIL et al., (2011)
utilizando os mesmos primers, sequenciaram as bandas amplificadas e
verificaram que cerca de 34,1% das sequéncias analisadas ndo pertenciam a
FMA, pertencendo especificamente a sequéncias da planta hospedeira,
demonstrando desta forma, um potencial problema na utilizagcdo destes primers
para identificacdo de FMA em raizes e amostras de solos. No entanto, estes
primers ndo amplificaram sequéncias de DNA de fungos Ascomicetos e/ou
Basidiomicetos, diferentemente dos primers AM1 e NS31 que sao amplamente
utilizados para determinacdo de FMAs (HELGASON et al., 2002; SANTOS-
GONZALEZ et al., 2007; ALGUACIL et al., 2009). Ainda, segundo ALGUACIL
et al. (2011), mesmo apresentando esta limitagédo, esta abordagem oferece a
melhor cobertura para detec¢do da ordem Glomeromicota, uma vez gque estes
primers amplificam sequencias de familias divergentes de Paraglomeraceae e
Archaeospraceae. LEE et al, (2008) sugerem que para eliminar a
inespecificidade destes primers pode-se aumentar a estrigéncia do mesmo,
como por exemplo, aumentar a temperatura de anelamento, uma vez que
utilizando a temperatura de 50°C, apenas duas de 14 espécies de plantas do
seu trabalho foram amplificadas. Sendo assim, esta abordagem pode ser
utilizada para casos em que haja davida quanto a colonizagéo de raizes por
FMAs.
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5.0 - CONSIDERACOES FINAIS

As culturas armadilha com o uso de mais de uma planta hospedeira
contribuiram para a deteccdo e registro da ocorréncia de FMAs em ambiente

semiarido, em plantios de sisal.

O nivel de fésforo no solo néo influenciou a esporulacéo, a colonizacéo
radicular do sisal por FMAs e a diversidade de espécies de FMAs presentes no
solo, em &reas de cultivo de sisal, na regido semiarida da Bahia.

Foram observados esporos e hifas de FMA nas raizes de sisal, mas nao
foram observados arbusculos. Maiores densidades de esporos foram

observadas nas amostras de solo coletadas no periodo chuvoso.

Independente do periodo seco ou chuvoso houve maior ocorréncia de
espécies do género Acaulospora nos plantios de sisal, na regido semiarida da
Bahia. A ocorréncia do género Acaulospora pode estar associada a
capacidade de melhor adaptacdao deste género a ambientes quentes e aridos,
esta adaptacéo se deve ao pequeno tamanho dos esporos, caracteristica deste
género. O tamanho reduzido dos esporos pode conferir uma vantagem
adaptativa a este género ao estresse hidrico, 0s esporos pequenos teriam

maiores vantagens em colonizar raizes de plantas hospedeiras.

Todos 0s géneros e espécies identificados nas amostras de solo
estudadas neste trabalho tem registro de ocorréncia no Brasil, com excec¢ao do

Septoglomus sp, Pacispora boliviana e Paraglomus laccatum.

Este estudo apresenta resultados pioneiros sobre a diversidade de
espécies de FMA em cultivos de sisal na regido semiarida da Bahia, revelando
uma variedade na diversidade destes fungos, ocorrendo também espécies néo
descritas na literatura, evidenciando a necessidade de maiores estudos nessas

areas.



44

Estudos futuros deverdo ser conduzidos para uma melhor compreenséo
da interacdo Agave sisalana — FMAs e o papel destes fungos na adaptacdo

desta planta as condi¢Bes adversas da regido semiérida da Bahia.

A utilizacdo de primes especificos para grupos de FMA pode servir de
suporte para confirmacdo de colonizacédo das raizes em plantas como Agave
sisalana, em casos em que as técnicas de coloracédo das raizes e observacao

microscoépica deixam davidas quanto a coloniza¢cao micorrizica.
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