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INTRODUCAO

O solo é o habitat de um conjunto de organismos que estao
em constante interacdo e cujas atividades influenciam de
diferentes formas nas suas propriedades fisicas, quimicas, e
biolégicas (EMBRAPA, 2002). De acordo com Gonzales et
al., (2001) os microrganismos sdo os principais agentes da
atividade bioquimica do solo, estando diretamente envolvi-
dos em todos os processos bioldgicos e influenciando proces-
sos fisicos e quimicos. Além disso, contribui para o aumento
da fertilidade do solo pela mineralizagdo de nutrientes a par-
tir da matéria orgénica ou pela fixacao de nitrogénio no solo
(EMBRAPA, 2002). Tétola (2002) ressalta que a atividade
microbiana no solo reflete influéncias de todos os fatores
que regulam a degradacao da matéria organica e a trans-
formacdo dos nutrientes.

O conhecimento da diversidade dos fungos do solo é de ex-
trema importancia do ponto de vista biolégico e ecolégico,
especialmente quando se trata de restauracdo de areas
degradadas. A microbiota do solo pode ser usada como
indicador da qualidade do solo, uma vez que esses micror-
ganismos sao muito sensiveis a fatores bidticos e abidticos
(Sautter, 1998; Vargas & Scholles, 2000).

Muitas espécies de plantas sao capazes de desenvolver as-
sociacoes com outros organismos vivos que, quando isola-
dos, apresentam capacidade especifica e individual de tol-
erar estresses bidticos e abidticos. Entretanto, quando asso-
ciados, adquirem novas caracteristicas como otimizagao da
tolerancia das plantas a estresses ambientais mais extremos
(Johnson & Pfleger,1992), contribuicao na agregacao do solo
(Miller & Jastrow, 1992), aumento da absorcao de dgua e
nutrientes do solo, como o fésforo, cobre e zinco, em virtude
da maior absorc¢ao pelo micélio extrarradicular (Johnson &
Pfleger, 1992; Smith & Read, 1997) e aumento da fixacdo
biolégica do nitrogénio das leguminosas (Johnson e Pfleger,
1992). Esta associagdo permite vantagens competitivas con-
tribuindo para o estabelecimento e sucessao da vegetagao,
promovendo a sustentabilidade em &reas em processo de

restauragao ecoldgica (Johnson & Pfleger, 1992; Melloni et
al., 2003).

As perturbagbes no solo e substrato devido aos impactos
ambientais causam mudangas drasticas na diversidade
taxonOmica e funcional das comunidades microbianas, e os
efeitos dessa perturbacao podem ser duradouros, possibili-
tando a utilizacao de tributos microbiolégicos do solo como
indicadores do processo de degradacgao (DeGrood, Claassen
& Scow, 2005).

Acbes que visam a recomposicdo da cobertura vegetal em
uma area degradada e, conseqiientemente, os processos de
sucessao decorrente da restauragdo ecolégica podem re-
verter parcialmente os impactos da mineragao sobre a comu-
nidade fungica (Melloni et al., 2003). A diversidade destes
organismos esta intimamente relacionada a diversidade da
vegetacao (Heijden et al., 1998), sua estruturagao, desen-
volvimento e sustentabilidade da drea (Mehrotra, 1998).

O desenvolvimento e monitoramento da microbiota é uma
ferramenta importante para avaliar o sucesso de trabalhos
de restauragio de dreas degradadas (Campelo, 1998) e para
o estabelecimento de estratégias para a restauracgido de so-
los degradados (Sautter, 1998). Dados referentes a essas
alteracoes no solo devem ser acompanhadas ao longo do
tempo e devem ser avaliadas considerando as estagoes seca
e chuvosa, pois, ocorrem alteragbes nas suas caracteristicas
quimicas (Dias et al., 1994) e biolégicas (Oliveira, 1997;
EMBRAPA, 2002). Apesar disto, ainda sao incipientes
os estudos que englobam estes pardmetros nos projetos de
restauracao de dreas degradadas. Contudo, os conceitos de
qualidade de solo vém sendo utilizados como indicadores de
degradagao e sustentabilidade de manejo de solo em areas
agricolas (Campello et al., 2000).

Contudo, o monitoramento de areas degradadas em pro-
cesso de recuperagdo ainda é muito pouco explorado e da
pouca énfase a avaliagdo do desenvolvimento da micro-
biota do solo. Os dados gerados nessa etapa sdo impor-
tantes para o conhecimento da dinamica das comunidades,
as adaptacOes metodoldgicas para novos investimentos na
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area, as melhorias econémicas e sociais para populagao lo-
cal (Rodrigues & Gandolfi, 1998; Bell, 1998) e a importancia
das alteragoes fisicas, quimicas e biolégicas que ocorrem no
solo (Campello et al., 2000).

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo entender o papel da mi-
crobiota do solo na estrutura e funcionamento das comu-
nidades vegetais, assim como a sua importancia em sitios
em processo de restauracao ecoldgica.

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

O sitio em estudo localiza - se no municipio de Papagaio
(MG), na zona do Alto do Sao Francisco-maior pélo pro-
dutor de ardésia do Brasil (Oliveira, 2001). Este foi divi-
dido em: pilhas de rejeitos, Mineracado Capao das Pedras
Ltda - MICAPEL (4reas 1 e 2) e Mineracao Alto das Pe-
dras Ltda-MAP (4drea 3)-constituidas por material de ca-
peamento (solo e rocha alterada) e rejeitos de lavra (cacos
de rocha fresca)-e drea do cerrado (drea 4)— fragmento tipico
preservado, area controle. As areas amostradas encontram
- se em diferentes estdgios sucessionais, a drea 1-implantado
um projeto de recomposicdo da cobertura vegetal hd um
ano; 2-implantado um projeto de recomposi¢ao da cober-
tura vegetal ha quatro anos; area e area 3-onde foi implan-
tado um modelo de recomposicao da cobertura vegetal hé
um ano e que ja apresentava um processo de sucessao natu-
ral, cuja comunidade de plantas é composta principalmente
de espécies invasoras.

Coleta do Solo

Foram amostrados 16 pontos diferentes, selecionadas ao
acaso, na profundidade de zero a 10 cm nos 4 sitios es-
tudados. Na drea 1, onde foi realizado o plantio de mudas,
foram coletadas amostras do topo e do talude; na area 2
as coletadas foram realizadas em diferentes parcelas onde
foram empregadas técnicas de semeadura direta e plantio
de muda utilizando a técnica de nucleagdo (copo e muda);
area 3 semelhante a drea 2 e drea 4 como controle. As
amostras foram coletadas 24 horas antes do experimento e
transportadas em sacos plasticos estéreis até o laboratério
de Microbiologia da Fundagdo Centro Tecnolégico de Minas
Gerais-CETEC. Foram realizadas duas coletas na estagao
seca e duas na chuvosa.

Preparacao das amostras e isolamento dos fungos
Todo o material utilizado para o experimento foi embal-
ado e previamente esterilizado em autoclave a 1272C, para
evitar contaminacdo. Os meios de cultivo de Pikowiskaia
(MP), préprio para fungos solubilizadores de fosfato, e meio
de Agar simples posteriormente coberto com papel filtro
(MC), préprio para fungos celuloliticos, também foram pre-
viamente preparados e autoclavados.

Para a preparagao do meio celulotitico foi utilizado um meio
base composto de 1,0g de KoHPOy, 0,5g de NaNOs, 0,5g
de MgSO4 7TH20, 0,5g de KCI, 0,01g FeSO4 7TH20 e 15g de
Agar para 1000ml de H2O destilada, com pH 6,8, acrescido
de 1,5g de cloranfenicol (antibidtico) e apds a distribui¢ao

das diluigoes ele foi coberto com papel filtro. Para o estudo
dos fungos solubilizadores de fosfato o meio foi composto
de 5,0g de CagPOQOy, 10,0g de Glicose, 0,5g de (NH4)2SOy4,
0,2g de NaCl, 0,2g de KCI, 0,1g de MgSO4 7H20, 0,001g
de MnSQy4, 0,001g de FeSO4 e 15g de Agar para 1000ml de
H2O destilada, com pH 6,2 e acrescido de 1,5g de cloran-
fenicol.

As amostras de solo foram submetidas & técnica de diluigao
em série utilizando as diluicdes de 10~ % ¢ 10~ * para o iso-
lamento dos fungos. Nessa técnica 1 g de solo foi diluida em
9 mL de solugédo salina e homogeneizada em agitador tipo
vortex. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para uma
série de tubos de ensaio contendo 9 ml de solugdo salina
obtendo as dilui¢des de 10~ 3 e 10~ *. Estas diluigdes foram
distribuidas em placas de Petri com os meios de culturas de-
scritos acima e incubados a 259C em camara de germinagao,
sendo utilizadas 4 repetigbes por amostra. Depois de uma
semana de incubagao os fungos foram quantificados, ocor-
rendo uma segunda quantificagdo 8 dias apds a primeira.
Tratamento estatistico dos dados

Os resultados foram tratados estatisticamente pela Anélise
de variancia (ANOVA) e, posteriormente, conduzido o teste
de Tukey (5%).

RESULTADOS

Para a avaliacdo da biodiversidade dos fungos do solo,
foram utilizados dois meios de cultura para o isolamento
dos fungos celulotiticos e solubilizadores de fosfato. As
varidveis analisadas foram diferentes estigios sucesionais,
topo e talude, copos e mudas em nucleagao e sazonalidade
(estagao seca e chuvosa).

A diluicdo de 10 ~ 3, utilizada para o isolamento dos fungos,
mostrou - se adequada para o propdsito de quantificagao do
presente trabalho e foi apropriada para obter culturas puras
das morfoespécies proporcionando um niumero de colénias
significativo e inferior a 30 UFC’s (Unidades formadoras de
colénias) por placa, facilitando o isolamento para a identi-
ficagdo taxondémica dos fungos. Dilui¢bes maiores sdo sug-
eridas para possibilitar a obtencao de colénias puras e pos-
terior identificacao (Garlipp,1995; Rodrigues, 2003).

A presenga de vegetagdo influenciou o nimero de UFC'’s,
tanto no meio fosfato (F (s 176y= 19,03; p <0,0000) quanto
no celulolitico (F(3,17¢y= 5,60; p <0,0011). No meio fos-
fato, os maiores valores foram encontrados nas dreas em
processo de restauracao (Areas 2 e 3), estagio avangado de
sucessdo, onde ocorre o predominio de espécies pioneiras
e de gramineas aumentando a disponibilidade de matéria
orgénica no solo. Além da contribui¢do da matéria organica,
as areas 2 e 3 apresentam valores elevados de fésforo, dev-
ido & presenca do p6 de arddsia e rochas em processo de
degradagdo, o que favorece a ocorréncia de fungos deste
grupo ecoldgico. O cerrado, por sua vez, apresentou val-
ores intermedidrios e a area 1, onde ainda existe pouca con-
tribuicdo da flora para a formacdo de serapilheira, apre-
sentou o menor valor. Contudo, no meio celulolitico, onde
o fator limitante é representado pelo aporte de matéria
orgéanica, a drea 3 apresentou maior nimero de UFC'’s,
este fato provavelmente reflete a presenga dominante de
gramineas nesta area.
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A sazonalidade influenciou o nimero UFC’s de apresen-
tou resultados siO inicio do periodo chuvoso apresentou
as maiores médias de UFC’s dos funos solubilizadores de
fosfato(F (3,176)= 8,19; p <0,0000). Este fato pode ser ex-
plicado pelo acimulo de matéria organica no solo, deposigao
de folhas e ramos, durante o periodo da seca, e pelo aumento
da umidade que favorece o processo de degradacdo do ma-
terial pela agdo dos microrganismos do solo. A diminuigdo
do nimero de UFC’s na estagdo chuvosa pode ser explicada
pela lixiviagdo dos esporos dos fungos para uma drea mais
profunda do solo e também pelo aumento de substancias
alelopaticas no solo. Estes resultados corroboram os apre-
sentados por Carneiro (2000), que estudaram solo de cer-
rado e de &dreas cultivadas no Distrito Federal, que confir-
mam a ocorréncia de um maior nimero de UFC’s no inicio
da estagao chuvosa seguido pelo seu declinio quando o indice
pluviométrico atinge valores elevados.

Embora tenha sido evidenciado a influéncia dos meses de
coleta no nimero de UFC’s no meio celulolitico (F (3 176)=
8,11; p <0,000), este ndo apresentou 0 mesmo comporta-
mento observado para o meio fosfato. As maiores médias
foram alcangadas no periodo de maior deposicdo das fol-
has e ramos seguida de uma queda, no inicio da estagao
chuvosa, e voltando aos valores semelhantes ao encontrado
na seca. Estes resultados corroboram os dados apresenta-
dos por Martins et al., (1999) e Caproni et al., (2003)
que, embora utilizando meios de cultivos diferentes, afir-
maram que na estacao seca ocorre maior numero de espécies
e uma menor densidade das UFC das populacoes de fungos
micorrizicos arbusculares. Também relatam que a estagao
seca apresenta maior riqueza e a estacao chuvosa maior den-
sidade, fato observado neste trabalho.

CONCLUSAO

Todas as amostras apresentaram Unidades Formadoras de
Colonias (UFC’s), indicando provavelmente a recuperagao
do potencial produtivo dos solos.

A diluicdo 10~ % apresentou um ntimero de UFC’s signi-
ficativo e inferior a 30 unidades por placa, possibilitando o
isolamento de colénias puras, sendo considerada neste tra-
balho a melhor dilui¢ao para o isolamento e purificagao das
colonias.

A anélise do nimero médio de UFC’s dos fungos perten-
centes ao grupo funcional fosfato foi capaz de separar as
dreas em processo avancado de sucessdo (dreas 2 e 3) e a
area preservada (4-Cerrado), da drea em inicio de sucessio
ecoldgica (drea 1), mostrando a importancia da cobertura
vegetal na comunidade dos microrganismos do solo.

A sazonalidade influenciou significativamente o ntimero
médio de UFC’s, nao sendo evidente a influéncia o local
de coleta das amostras (topo/talude e copo/mudas), entre-
tanto os dois grupos funcionais de fungos estudados apresen-
taram comportamento distinto. No meio fosfato o nimero
de UFC’s, no inicio da estagdo chuvosa foi superior aos
encontrados na seca. Provavelmente devido & deposigao
de material vegetal no solo, o que favoreceu o crescimento
dessas colonias.

Ainda faltam informagdes importantes para que se possa
utilizar a diversidade dos fungos como pardmetro indica-

tivo das condigoes dos ambientes, pois ainda existem prob-
lemas relativos a identificagdo desses organismos, além do
pouco conhecimento sobre a estrutura da comunidade mi-
crobiana do solo. Soma - se ainda descrever como utilizar
dessa ferramenta para atestar a sua importancia como indi-
cador de sustentabilidade de um sistema. Contudo, devido
a importancia da diversidade microbiana e o avanco da bi-
ologia miolecular, os conhecimentos atuais indicam a possi-
bilidade da sua utilizagdo como bioindicadora da qualidade
do solo (Coutinho et al., 1999; Rosado, 2000; Tiedje et al.,
2001). O principal argumento a favor da utiliza¢do desses
bioindicadores é o fato da diversidade microbiana manter -
se naturalmente inalterada ao longo do ano (Smith et al.,
2001; Johnson et al., 2003).

O estudo da diversidade microbiana do solo esta em fase
de desenvolvimento e apresenta poucos dados. A inter-
pretacao desses resultados também deve levar em conta as
limitagoes do método de contagem em placas, o qual se-
leciona as espécies que sdo capazes de formar colonias e
se desenvolvem bem nos meios de culturas escolhidos, em
detrimento de outras que nao se adaptam ou simplesmente
nao crescem no mesmo meio (Kucey, 1983). Apenas pe-
quena parte dos microrganismos do solo cresce em meios de
cultura (Torsvik et al., 1990). Deste modo, é possivel que
nas areas estudadas ocorra um maior nimero de microrgan-
ismos que nao crescem em meio de cultura.
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