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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade de herbaceas e de fungos micorrizicos
arbusculares em sucessdo a cultura do girassol irrigado com agua produzida (AP). As plantas
de girassol, durante trés ciclos sucessivos, receberam laminas adequadas de agua produzida
obtida por simples filtracdo (APF), tratada por osmose reversa (APO), e o tratamento controle
recebeu agua do subsolo, captada do aquifero Acu (ACA). Apds cinco meses da Ultima
colheita, em junho de 2014, foram avaliados nos diferentes tratamentos a diversidade de
plantas sucessoras, a coloniza¢do micorrizica arbuscular (MA) nas raizes e amostras de solo
superficial (0-10 cm), onde se determinaram as populacfes de esporos de comunidades de
fungos MA, o teor de glomalina, nas fracdes facilmente extraivel (PSRG-F) e total (PRSG-T)
e o teor de carbono organico total (COT). De um total de 18 espécies de herbaceas
identificadas, Dactyloctenium aegyptium esteve relacionada com o uso de APF; Panicum sp. e
Diodella apiculata com o uso de APO e Trianthema portulacastrum e Eragrostis tenella com
o controle ACA. A diversidade de espécies de fungos MA foi afetada pela irrigacdo com APF,
onde estavam ausentes duas espécies de Acaulospora, uma espécie de Gigaspora e uma
espécie de Paraglomus em relacdo ao tratamento com APO. Acaulospora spl. esteve
relacionada ao controle ACA como espécie indicadora. A aplicacdo de agua produzida e
tratada por osmose reversa afetou em curto prazo, a fracdo de glomalina que € facilmente
extraivel do solo e ndo alterou a micorrizacdo das plantas. Esses resultados permitem inferir
que a irrigacdo com agua produzida propicia uma reducdo na diversidade de plantas herbaceas
e de fungos micorrizicos arbusculares do solo, confirmando sua importancia no

monitoramento de agrossistemas irrigados com agua residuaria.

Palavras-chave: Agua residuaria, sucessdo vegetal, atividade micorrizica, microbiologia
ambiental.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the diversity of herbaceous plants and arbuscular
mycorrhizal fungi following the cultivation of sunflowers irrigated with produced water. The
sunflower plants were irrigated during three successive cycles with three different types of
water: firstly, produced water obtained through simple filtration (PWSF), and secondly,
produced water treated by reverse osmosis (PWRO), and the control treatment used water
obtained from the subsoil, captured by an Acu Aquifer (WCA). In June 2014, five months
after the final harvest, the treatments were evaluated in terms of the diversity of successor
plants and their roots colonized by arbuscular mycorrhiza (AM); and samples of topsoil (up
0.1 m depth), in which the following were measured: the spore populations of AM fungi, the
levels of glomalin in easily extractable glomalin (GRSP-EEG) and in total glomalin (GRSP-
TG). Of a total of 18 species of herbaceous plants which were identified in the experimental
field, Dactyloctenium aegyptium was related with the use of PWSF, Panicum sp. and Diodella
apiculata with the use of PWRO, and Trianthema portulacastrum and Eragrostis tenella with
the control WCA. The diversity of AM fungi was affected by irrigation with PWSF, in which
two species of Acaulospora, one species of Gigaspora and one species Paraglomus were
absent, compared to the treatment with PWRO. Acaulospora spl.was related with the WCA
control as an indicator species. The use of produced water which had undergone reverse
osmosis had a short-term effect on the amount of glomalin which is easily extractable from
the soil but did not change the mycorrhization of the plants. These results enable us to infer
that irrigation with produced water leads to a reduction in the diversity of herbaceous plants
and of arbuscular mycorrhizal fungi in the soil, confirming the importance of monitoring

agro-systems which are irrigated with residual water.

Keywords: Wastewater, plant succession, mycorrhizal activity, environmental microbiology.



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

LISTA DE ILUSTRACOES

A. Arbusculos no interior de célula radicular; B. Vesiculas de fungos MA
no interior da raiz; C. Célula auxiliar de Gigasporaceae; D. Célula auxiliar
de SCULEIOSPOIACEAE. ........ecveeieeie ettt
Localizacdo do municipio Aracati, Ceara, Brasil...........cccccevviieiiveincinnnnnn,
Layout da unidade experimental na fazenda Belém, Aracati, Ceara,
BIASIL... e

Aspecto visual das plantas herbaceas em sucessdo ao cultivo de girassol
irrigado com A. ACA! Irrigagdo com agua captada do aquifero Agu (ACA), B.
Agua produzida filtrada (APF) e C. Agua tratada por osmose reversa

Aparéncia das amostras apds 3 ciclos de extracdo, sendo a colora¢do mais
escura os ciclos iniciais e mais clara 0s Ciclos finais..........ccocvevvviiiniieinnnnn
Abundéancia (A) e riqueza relativa (B) de herbaceas em sucessdo ao
cultivo de girassol irrigado com agua captada do aquifero Acu (ACA);
agua produzida filtrada (APF) e &gua tratada por osmose reversa (APO).
Letras idénticas indicam que os tratamentos ndo foram significativamente
AITErENTES (P 50) .. eiveiieiieitesierie et
Fragmento colonizado da raiz de Dactyloctenium aegyptium micorrizada
POF TUNGOS IMA ...t be et eara e
Mofortipos de fungos micorrizicos arbusculares em sucessdo ao cultivo de
plantas de girassol irrigado com diferentes &guas na fazenda Belém,
Aracati, Ceara. A) Acaulospora bireticulata F.M. Rothwell & Trappe, B)
Acaulospora excavata Ingleby & Walker, C) Ambispora fénica C.
Walker, Vestberg & A. SchiRler, D) Acaulospora sp.1, E) Acaulospora
sp.2, F) Gigaspora margarita Becker & Hall, G) Funneliformis
geosporum (Nicol. & Gerd.) Walker & A. Schiipler, H) Paraglomus sp.,
I) Racocetra castanea (C. Walker) Oehl, F. A. Souza &
STBVEIT. ettt e

Abundancia (A) e riqueza relativas (B) de fungos MA em sucessdo ao
cultivo de girassol irrigado com &gua captada do aquifero Agu (ACA);
agua produzida filtrada (APF) e &gua tratada por osmose reversa (APO).
Letras idénticas indicam que os tratamentos ndo foram significativamente
AITEreNteS (P 5Y0)..cveeieeie ettt nre s

19
24

25

26

29

33

34

36


javascript:void(0);

Tabela 1-

Tabela 2-

Tabela 3-

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

LISTA DE TABELAS

Classificacdo dos Fungos Micorrizicos Arbusculares............cccovevevevennen,

Fatores que influenciam a formacdo e a ocorréncia de fungos
MICOITIZICOS @rDUSCUIAIES. ......evveieieciecie et
Principais efeitos promotores dos fungos MA no crescimento
VEOETAL ...
Valores de pH, carbono organico (CO) e nutrientes do solo (camada de

0-10 cm) em sucessdo ao cultivo de girassol irrigado com diferentes

Populacdes de comunidades de herbaceas e respectivas familias em
sucessdo ao cultivo de girassol sob diferentes tratamentos na fazenda
Belém, Aracati, Ceard, n° de individuos e frequéncia (F%).........c..cccceenn.
Colonizacdo micorrizica das herbaceas frequentes em parcelas
experimentais previamente cultivadas com girassol irrigado com
ITErENTES AQUAS.......veceeeiviecii ettt nas
Populagdes de comunidades de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares do solo (n° por 100 g de solo) e respectivas familias em
sucessdo ao cultivo de plantas de girassol irrigado com diferentes
tratamentos de irrigacdo na fazenda Belém, Aracati, Ceara.......................
Descricdo morfoldgica de esporos de fungos micorrizicos arbusculares
em sucessdo ao cultivo de plantas de girassol irrigado com diferentes
aguas na fazenda Belém, Aracati, Ceara..........cccocevuvrverereseresesnseeeenenn,
Teor de proteinas relacionadas a glomalina total (PSRG-T) e facilmente
extraivel (PSRG-F) do solo, em sucessdo ao cultivo de plantas de

girassol irrigado com diferentes AgUAs..........ccocveeererereeierienie e

20

21

28

31

34

35

37



2.2
2.3
2.4
24.1
2.4.2
2.5

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8

4.1
4.2

4.3
4.4

SUMARIO

LN EI0] 161070 IR 12
REVISAO DE LITERATURA ...oovieveeevceeeeeeess e eseesessassas s 14
AGUA PRODUZIDA OBTIDA JUNTO COM A EXTRACAO DE

PETROLEOD.......o ettt eee et ss sttt s, 14
TRATAMENTO DA AGUA PRODUZIDA .......oovvevriieieeeeesresssssseniessenininn, 15
COMPONENTE HERBACEQ...........c.oiiieiieeeseeesseesensesessiesssassesssss s 15
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES (MA).......cocoooiireeseserereenene. 17
Fatores que afetam as comunidades de fungos MA............ccocirieiiicncienee, 20
Interacéo de fungos MA com plantas...........ccccceeveieeie e 20
PROTEINA DO SOLO RELACIONADA A GLOMALINA........cccooovvvrrrrinen. 22
MATERIAL E METODOS.......c.coieeiiieieeeeseee et ees s ses s senssssse s 24
LOCAL DE ESTUDO E DELINEAMENTO EXPERIMETAL.....cccooovvvvirnnne, 24
COLETA E IDENTIFICACAO DE PLANTAS HERBACEAS SUCESSORAS 25
AVALIACAO DA COLONIZACAO MICORRIZICA DE HERBACEAS......... 27
COLETA DO SOLO E CARACTERIZACAO QUIMICA.........cooooveveeereeenn, 27
EXTRACAO DE ESPOROS E IDENTIFICACAO DE FUNGOS MA.............. 28
DETERMINACAO DA GLOMALINA-EXTRACAO E QUANTIFICACAO... 29
CARBONO ORGANICO TOTAL (COT)...ovviveeeeeeeieeieeeieeeeeeseessessesenseneensnens 30
ANALISE DOS DADOS........cooivieeieieeieeesesessess s ten s essessessessessessnsensneans 30
RESULTADOS ..ot n s 31
COMPOSICAO FLORISTICA. ...t ee e 31
MICORRIZACAO DE HERBACEAS PREVALENTES NA AREA

IRRIGADA . ......coooeveeeeeeeeeeee ettt 33
DIVERSIDADE DE FUNGOS MA DO SOLO........cooiiiieeeeeeeseeeseeereeeeeeen, 35
TEOR DE GLOMALINA DO SOLO ..o seesenennes 38
DISCUSSAQ ..o es ettt snensens 40
CONCLUSOES.......oooveeceeeeeeee ettt nen e 44
REFERENCIAS. ..ottt an st enes st en st as s ten st enees 45
APENDICE. ......ooiiiiiieceeeeeeeteee ettt n sttt en st as s aan e 56

APENDICE A- ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA SYMBIOSIS.................. S7



12

1 INTRODUCAO

A producédo agricola em regides semiaridas constitui um desafio quando se tem
problemas com distribuicdo e escassez de agua potavel, de modo que o uso de fontes
alternativas, como a agua residuaria tem sido sugerido, sobretudo para irrigacdo (NAMAZY
et al., 2015). Entre as fontes hidricas alternativas tém-se a &gua produzida (AP), obtida junto
com a extracdo de petroleo (MOTTA et al., 2013). Esta € uma agua conata, considerada fora
do ciclo hidrico, uma vez que nao evapora nem circula entre os diferentes estratos (LLAMAS,
1993). Campos de producdo maduros produzem altos volumes de agua pelos processos
utilizados para separar a agua do petrdleo bruto e do gés natural, representando 95% do
volume de 6leo obtido na industria do petréleo (MELO et al., 2010). Entretanto, essa dgua
contém diversos constituintes quimicos (MELO et al., 2010), além de residuos de aditivos
quimicos utilizados no processo de separa¢do do 6leo (FIGUEREDO et al., 2014), que torna
indispensavel o tratamento de AP na industria.

A respeito do tratamento da AP tem-se a filtracdo e passagem da agua por resina
trocadora de ions (QIAN et al., 2012), a nanofiltracdo e osmose reversa (ALZAHRANI et al.,
2013), entre varios outros métodos de purificacdo da agua (KANAGY et al., 2008; IGUNNU;
CHEN, 2012; SHAFFER et al.,, 2013; GREGORY et al., 2013), visando a retirada de
constituintes organicos, inorganicos e o0s constituintes quimicos que sdo adicionados a agua
durante o processo de separacdo do 6leo (ANDRADE et al., 2010). Independentemente do
tratamento da dgua faz-se necessario o monitoramento de AP na industria do petroleo. Por ser
rica em sais (TABATABAEI; NAJAFI, 2009; TRAVIS et al., 2012) esta pode afetar
negativamente o solo, proporcionando a salinizagdo (AL-HADDABI; AHMED, 2007). A
salinidade pode reduzir a eficiéncia da coloniza¢do por fungos micorrizicos arbusculares
(SAINT-ETIENNE et al., 2006; BENCHERIF, 2015), diminuir o crescimento de plantas
(YANG,; LI; SIEMANN, 2015), afetar a atividade microbiana (NWAUGO et al., 2007) e
outras caracteristicas do solo (ONOJAKE et al., 2012) como o acimulo de metais pesados.

No Brasil ndo ha registro de aplicacdo de AP, embora tenha sido sugerido por
Melo et al. (2010) o uso de AP tratado para irrigagdo. Mas, em culturas de girassol
(Helianthus annus L.) e mamona (Ricinus communis L.), ambas submetidas a irrigacdo com
AP, tem-se observado no curto prazo uma reducdo na proliferacdo e na atividade de fungos e
bactérias cultiviveis (LOPES, 2014) e alteracdo na estrutura de comunidades da mesofauna
do solo (FERREIRA; WEBER; CRISOSTOMO, 2015), reforcando a necessidade do

monitoramento das areas irrigadas.
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A salinizacdo provocada pelo excesso de sais no solo, devido a irrigacdo com AP
(AL-HADDABI; AHMED, 2007), além de trazer prejuizos as propriedades fisicas e quimicas
do solo, pode provocar a reducdo generalizada do crescimento das plantas (YANG; LI,
SIEMANN, 2015). Contudo, o grau ou a concentracdo de sais que determinam essa reducao
varia com a espécie, podendo esse fato estar relacionado com a tolerancia de cada espécie a
salinidade (BANUELOS, 2015). Por serem afetadas por fatores bidticos e abidticos em
estagios iniciais de sucessdao (WANG et al., 2014) e contribuirem para a formacdo de
microclima alterando as propriedades do solo (WANG et al., 2014), as herbaceas podem ser
indicadoras da qualidade do meio (HART; CHEN, 2008). Etas interagem com os fatores do
ambiente e estabelecem associacOes nas raizes com fungos micorrizicos arbusculares (MA).

Esses microsimbiontes sdo igualmente indicadores de impactos ambientais,
devido a sua aplicabilidade como insumo biotecnolégico, sobretudo na recuperacéo de areas
degradadas (SCHREINER, 2007). Esses fungos, pertencentes ao filo Glomeromycota tém
papel crucial na manutencdo de diversos ecossistemas terrestres desde os trépicos, onde
predominam, até o Artico, formando associagbes mutualisticas entre as raizes da maioria das
familias de plantas (SMITH; READ, 2008). A importancia dos fungos MA tem sido
salientada também na determinacdo dos ecossistemas, sendo a diversidade de fungos MA
correlacionadas com a diversidade de espécies vegetais (VAN DER HEIJDEN et al., 1998).
Tais fungos também sdo apontados como potencial indicador biolégico de salinidade de solos
(FLORES, 2010). O aumento da salinidade diminui a esporulacdo, a micorrizacdo (SAINT-
ETIENNE et al., 2006; GUO; GONG, 2014; BENCHERIF, 2015) e a riqueza desses fungos,
selecionando algumas espécies de fungos MA resistentes a salinidade (SHENG et al., 2008).
Tais caracteristicas podem contribuir para medir os impactos ambientais em areas irrigados
com agua produzida.

Os fungos MA, além fornecerem beneficios como insumo biotecnoldgico na
preservacdo dos recursos naturais, sdo 0s Unicos organismos a produzir, em suas hifas, uma
glicoproteina insoluvel rica em carbono, muito efetiva na formacdo e estabilidade dos
agregados do solo (RILLIN et al., 2003).

Tendo em vista que hd uma preocupacdo em relacdo a grande quantidade de AP
durante a extracdo de petroleo e que se tem pouco conhecimento sobre a influéncia da AP
sobre a vegetacdo de agrossistemas, neste trabalho objetivou-se determinar a diversidade de
plantas herbaceas e de fungos MA do solo em sucessdo a cultura do girassol irrigado com

agua produzida.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 AGUA PRODUZIDA OBTIDA JUNTO COM A EXTRACAO DE PETROLEO

Agua produzida (AP) é uma agua aprisionada nas formagc®es subterraneas, trazida
a superficie junto com a extracdo de petréleo e gas natural (MOTTA et al., 2013). Sua
producdo pode chegar a indices superiores a 95% em relacdo ao que € extraido de petréleo em
determinados pocos de producdo de petréleo, o que representa cerca de 661.000 m* de agua
somente no Ceara (MELLO et al., 2010). Essa agua, geralmente contém constituintes
inorganicos compostos por cations (Na*, K*, Ca?*, Mg®*, Ba®*, Sr**, Fe?"), anions (CI', SO,
COs%, HCO#*) (STEWART; ARNOLD, 2011), metais pesados, como Cd, Cr, Cu, Pb, Hg,
Ag, Ni, Zn (UTVIK, 2003) e produtos quimicos adicionados durante as etapas de extracdo do
petrleo para tratar ou prevenir problemas operacionais durante a producéo de petréleo, como
inibidores de incrustagéo e de corrosdo, desemulsificantes, dispersantes e biocidas (LIMA et
al., 2009; ANDRADE et al., 2010; MELLO et al., 2010).

Esses aspectos fazem com que a disposi¢do de AP no ambiente requeira cuidados
especificos, pois seu descarte pode incorrer em riscos sanitarios e ambientais, podendo poluir
o solo, a agua superficial e subterranea (GUERRA; DAHM; DUNDORF, 2011), podendo
matar peixes de 4gua doce e vegetacdo (STEWART; ARNOLD, 2011). Diante de todos esses
problemas, alguns autores vém desenvolvendo estudos usando o aproveitamento da AP no
processo de irrigacdo.

A aplicagdo da agua produzida foi realizada em experimento pioneiro conduzido
por Mello et al. (2010) com AP proveniente dos pogos de petréleo da fazenda Belém/ CE. Os
resultados permitiram concluir que o tratamento de AP por filtracdo com membrana de
nanofiltracdo e osmose reversa é eficiente na obtengdo de &gua residuéria para fins de reuso
em culturas bioenergéticas de girassol (Helianthus annus L.) e mamona (Ricinus communis
L.) podendo ser uma alternativa para a irrigacéo.

Outros estudos na area experimental da fazenda Belém, permitiram observar no
curto prazo uma reducdo na proliferacdo e na atividade de fungos e bactérias cultivaveis
(LOPES, 2014) e alteracao na estrutura de comunidades da mesofauna do solo (FERREIRA;
WEBER; CRISOSTOMO, 2015), reforcando a necessidade do monitoramento das areas
irrigadas. Outras formas de reuso da agua produzida, obtida da producéo de petroleo, incluem
a reinjecdo nos pocos, depois de tratado, para manter a pressdo e facilitar o fluxo de 6leo até a

superficie, beneficiando o processo de extracdo e rendimento de 6leo. Ainda o reuso da agua
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produzida tratada é indicado para a perfuracdo de pogos de petréleo (PEACOCK, 2002) e na
geracdo de vapor (JACINTO JUNIOR et al., 2008).

A utilizacdo da agua produzida tratada deve ser encarada como estratégia para a
conservacao dos recursos hidricos, representando beneficios econémicos e socioambientais
(MARESCOS DO MONTE; ALBUQUERQUE, 2010). Por outro lado, a sua aplicagédo em
projetos de reutilizagdo, devem considerar os riscos ao ambiente, bem como atender aos
requisitos agrondmicos e como também as necessidades hidricas das plantas, de forma que
ndo afetem diretamente o biossistema solo-planta (MARESCO DO MONTE;
ALBUQUERQUE, 2010).

2.2 TRATAMENTO DA AGUA PRODUZIDA

Dada a sua composi¢do quimica, a agua produzida precisa passar por processos de
tratamento para fins de reuso. O descarte a ser realizado deve atender a Resolugdo do Conama
n° 393 (BRASIL, 2007). Alguns métodos de tratamento de AP como a 0sSmose reversa
(APO) tém sido sugeridos para reuso na irrigacdo (ARTHUR; LANGUS; PATEL, 2005;
CAKMAKCI; KAYAALP; KOYUNCU, 2008; MELO et al., 2010; QIAN et al., 2012), além
dos diversos tipos de filtracdo (APF) que permitem o0 uso dessa agua na prépria inddstria
(ALZAHRANI et al., 2013).

Outros métodos de tratamento de AP, segundo Hong, Fane, Burford (2003) séo a
flotacdo a ar, precedida de adi¢do de produtos quimicos desemulsificantes para a remocao de
6leo e posterior descarte ou reinjecdo nos pogos de petrdleo. J& de acordo com Stewart,
Arnold (2011) separacdo gravitacional, feita por hidrociclones, flotagdo a gas natural,
utilizando flotadores, coalescéncia mais separagdo gravitacional, realizada por coletores de
leito e separagéo gravitacional, feita por separadores gravitacionais convencionais se constitui

tecnologias atrativas a serem utilizadas.

2.3 COMPONENTE HERBACEO

O componente herbaceo constitui um estrato que exibe grande riqueza e
diversidade (KOZERA et al., 2008; INACIO; JARENKOW, 2008), além de adaptagbes
estruturais e fisioldgicas relacionadas ao ambiente em que se encontram (ANDRADE, 1992;
MULLER; WAECHTER, 2001). O estrato herbaceo pode influenciar o processo de

regeneracdo de espécies arboreas, auxiliando também na conservacdo de nutrientes no solo
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(LIMA; GANDOLF, 2009) e atuando como agentes indicadores da qualidade do meio (ADU
etal., 1994; YANG et al., 2015).

A distribuicdo das espéecies herbaceas, assim como o0 crescimento e
desenvolvimento dos individuos estdo relacionados a sua interagdo com fatores ambientais
tais como, luminosidade, disponibilidade de &gua e caracteristicas do solo, resultando em
comunidades organizadas conforme interacdo entre as espécies e destas com os ambientes em
que se encontram (KOZERA et al., 2008; WANG et al., 2014).

As herbaceas sdo altamente influenciadas pela topografia, sombreamento, estagios
sucessionais, breves estiagens, fertilidade e drenagem do solo (SIEBEL; BOWMA, 1998;
ZOETE, 2001). As respostas das plantas herbaceas as mudancas ambientais diferem entre as
espécies, entre os ambientes e de acordo com os distUrbios naturais ou antrépicos a que sao
submetidas (MULLER; WAECHTER, 2001; HART; CHEN, 2008; BANUELOS, 2015).

Alguns estudos (MURCIA, 1995; BANUELOS, 2015) indicam modificacdes na
comunidade herbacea conforme alteragdes ambientais, selecionando as espécies que sdo
tolerantes a essa mudanca, sendo tais alteracfes determinadas pela tolerancia fisioldgica das
espécies as novas condi¢cbes ambientais em que estdo sendo expostas. Alguns distarbios como
a contaminacdo do solo, causado pelo excesso de sais de sodio reduziu o crescimento das
plantas de forma generalizada (YANG; LI; SIEMANN, 2015), a erosdo, os teores de
nitrogénio total, matéria organica e fertilidade do solo (PALLAVICINI; ALDAY;
MARTINEZ-RUIZ, 2015) sdo outros fatores relacionados a esse disturbio. Essa estreita
relacdo com os fatores abioticos faz com que as plantas herbaceas sejam mais sensiveis as
alteracdes ambientais, especialmente aguelas relacionadas a agua e suprimento de luz, pelo
fato de estarem nas camadas mais baixas da vegetacdo e por possuirem sistema radicular
superficial (POULSEN, 1996; LIMA; GANDOLFI, 2009).

Devido sua sensibilidade aos fatores bioticos e abidticos, respondendo de formas
diferentes a locais antropizados, as herbaceas fornecem estratégias para recuperacdo mais
eficaz desses ambientes (PALLAVICINI; ALDAY; MARTINEZ-RUIZ, 2015).

No Brasil, dados sobre as espécies herbaceas sdo encontrados, em sua maioria, em
estudos floristicos e fitossociologicos (COSTA, 2004; PALMA et al., 2008; SOARES JR. et
al.,, 2008), alguns dos quais analisando o componente herbaceo juntamente com o
subarbustivo (KOZERA, 2001), arbustivo (FUHRO et al., 2005; CHAVES, 2006), como
invasoras de agrossistemas (MENDES et al., 2014; LAMEGO et al., 2015) e mais recente em
um levantamento floristico na Caatinga, com o0 objetivo de avaliar a importancia da
diversidade de plantas néo lenhosas no bioma (QUEIROZ; MORO; LOIOLA, 2015).
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Em é&reas degradadas, devido alteracBes das propriedades fisicas, quimicas e
sedimentologicas do solo, além de haver reducdo e compactacdo do solo, impossibilitam a
instalacdo de espécies florestais arboreas, predominando espécies herbaceas (DE MELO
JUNIOR; AMORIM; DE OLIVEIRA, 2015). A presenca de herbaceas nesses ambientes
favorece ao longo do processo de restauracdo a estabilizacdo de plantas arboreas na area e a
sucessdo vegetal (LIMA; GANDOLFI, 2009).

2.4 FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES

Os fungos da Ordem Glomerales geralmente associam-se as raizes de plantas,
formando simbioses mutualistas obrigatdrias, pelo fato de os organismos coexistirem em um
mesmo ambiente fisico, raiz e solo, e mutualistica, porque, em geral, ambos os simbiontes se
beneficiam da associacdo (BERBARA et al., 2006). E considerada como mutualista
nutricional, em que a planta supre o fungo com energia para crescimento e manutencéo via
produtos fotossintéticos, enquanto o fungo prové a planta com nutrientes e d&gua (SOUZA et
al., 2008). Essa relacdo de simbiose mutualistica entre fungos MA e plantas é denominada
micorriza arbuscular (MA).

Devido ao seu carater cosmopolita, por possuirem alta diversidade genética
(MOREIRA, SIQUEIRA, 20006) essa simbiose tem sido considerada a mais importante de
todas as que envolvem plantas.

Esses fungos sdo assexuados (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006), e devido a
formacdo dos esporos € possivel a identificacdo das espécies, por exemplo, através de
estruturas subcelulares e pelas caracteristicas morfoldgicas dos esporos (MOREIRA,
HUISING; BIGNELL, 2010). Essa identificacdo considera algumas caracteristicas, como
ornamentacOes da parede do esporo, parede germinativa e estrutura de germinagdo. No
entanto, a identificacéo precisa dos esporos coletados em campo é problemaética, uma vez que,
geralmente, encontram-se deteriorados por hiperparasitas ou, entdo, em fases de
desenvolvimento inadequadas para a identificacdo das estruturas diferenciais (MORTON et.
al., 2001). Para contornar tais problemas devido & dificuldade na identificacdo morfoldgica
dos fungos MA, muitas vezes dificultando a sua identificacdo, tem-se recorrido as anlises
moleculares utilizando teécnicas de sequenciamento do material genético para a sua
identificacdo (HEMPEL; RENKER; BUSCOT, 2007).

O filo Glomeromycota é composto por quatro ordens, dez familias, 21 géneros e
245 espécies descritas (REDECKER et al., 2013) baseada em analise molecular (Tabela 1).



Tabela 1 - Classificacdo dos Fungos Micorrizicos Arbusculares
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Filo: Glomeromycota
Classe: Glomeromycetos
Ordem: Familia Género N° de espécies
Glomerales Glomeraceae Glomus 91
Dominikia 04
Funneliformis 09
Kamienskia 02
Rhizophagus 12
Sclerocystis 11
Septoglomus 05
Claroideoglomeraceae  Claroideoglomus 07
Diversisporales Gigasporaceae Dentiscutata 02
Gigaspora 08
Racocetra 13
Scutellospora 05
Acaulosporaceae Acaulospora 41
Pacisporaceae Pacispora 07
Diversisporaceae Diversispora 09
Otospora 01
Redeckera 03
Paraglomales Paraglomeraceae Paraglomus 04
Archaeosporales Geosiphonaceae Geosiphon 01
Ambisporaceae Ambispora 08
Archaeosporaceae Archaeospora 02

Fonte: Adaptado de Redecker et al. (2013).

A colonizacdo das raizes pelos fungos MA se da através de trés possiveis fontes
de indculos: esporos, fragmentos de raizes colonizadas e hifas presentes no solo, sendo dificil
distinguir qual a contribuicdo de cada um na colonizagdo do sistema radicular (SMITH;
READ, 2008). As hifas formam estruturas de penetracdo nas raizes do tipo apressorio, onde
através de uma degradagdo parcial da parede celular das células radiculares, ocorre a
penetracdo das hifas, e posterior colonizacdo das células do cortex, onde sédo formados os
arbasculos (Figura 1A), que sdo consideradas as estruturas responsaveis por suprir o fungo
com o carbono 18 e os fotoassimilados da planta, e onde a planta obtém os nutrientes e a agua
retirados do solo pelo fungo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As vesiculas sdo estruturas globosas ou elipticas, que armazenam lipideos e
glicogénio, e servem como 6rgdos de reserva para o fungo, e podem ser formadas dentro ou

entre as células do cortex das raizes (Figura 1B). Nas familias de Gigasporeaceae e
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Scutelosporaceae (Figura 1C, 1D), existem as celulas auxiliares, que sdo também estruturas de
armazenamento, poréem sdo formadas externamente as raizes das plantas (SMITH; READ,
2008).

Figura 1- A. Arbusculos no interior de célula radicular; B. Vesiculas de fungos MA no
interior da raiz; C. Célula auxiliar de Gigasporaceae; D. Célula auxiliar de Scutelosporaceae.

Arbusculo

Fonte: INVAM (2015).

Algumas familias de plantas parecem ter perdido a capacidade de formar
associacbes com fungos MA. Como exemplo, podem-se mencionar as familias
Caryophylaceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae, Juncaceae, Polygonaceae e Cyperaceae,
(ALLEN et al., 2003). Segundo o mesmo autor, acredita-se que por motivos evolutivos a
colonizagdo é inibida devido a incompatibilidade genética, dificuldades estruturais de
penetracdo na raiz, ou defesas quimicas que impede o fungo de ultrapassar as primeiras
camadas radiculares, como também as espécies pertencentes a essas familias apresentam

sistema radicular bem desenvolvido, com bastante raizes finas e pelos radiculares.
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2.4.1 Fatores que afetam as comunidades de fungos MA

A ocorréncia e 0 modo de atuacao dos fungos MA séo influenciados por diversos
fatores (Tabela 2) além de dependerem dos tipos de culturas agrondmicas e dos tratos
culturais como histéria da &rea, adubos e defensivos, manejo e irrigagdo (MOREIRA,
SIQUEIRA, 2006). Nenhum desses fatores atua isoladamente, o que torna dificil identificar os
que, numa situacdo especifica, determinam a instalacéo e a permanéncia ou a exclusdao de um
fungo MA numa determinada area (POUYU-ROJAS et al., 2006).

Tabela 2 - Fatores que influenciam a formacdo e a ocorréncia de fungos micorrizicos
arbuscular.

Do solo Da planta Do ambiente
Tipo, textura e estrutura, Espécie, variedade, idade, Luz, temperatura, umidade,
qualidade e disponibilidade  fase de ciclo, sistema precipitacdo, entre outros.

de nutrientes, pH, umidade, radicular, exsudados,
presenca de elementos dependéncia a micorrizagao,

toxicos, agregacdo, etc. etc.

Fonte: Moreira e Siqueira (2006).

2.4.2 Interacdo de fungos MA com plantas

Os fungos MA melhoram o estado nutricional e crescimento das plantas, através
da formacéo de hifas, que agem como um prolongamento das raizes, favorecendo a captacéao
de nutrientes como P, Zn, Cu e K (BRESSAN et al., 2001), nitrogénio (GUPTA et al., 2002),
aquisicdo de fosfato e agua (RAJKUMAR, et al., 2012), potencializando a associacao
microorganismo-planta. Nas plantas micorrizadas as hifas extraradiculares exploram grande
volume do solo ndo acessivel as raizes e influenciam a regido do solo denominada
micorrizosfera. Os fungos MA podem atuar ainda na protecdo das plantas contra patdgenos e
excesso de metais pesados, minimizando o efeito negativo dos mesmos (SIQUEIRA et al.,
1999; CARNEIRO et al., 2001; NOGUEIRA; CARDOSO, 2003). Além disso, o efeito da
salinidade (HASHE et al., 2015) assim como melhora a relagdo entre a planta e a agua,
especialmente sob limitagBes nutricionais e, o micélio externo aumenta a estabilidade de
agregados do solo (ALBUQUERQUE et al., 2005; PURIN, 2005). Os fungos micorrizicos
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arbuscular, mediante efeitos diversos, nutricionais e ndo nutricionais, facilitam o crescimento
vegetal, exercendo papel importante na revegetacdo de areas degradadas (CARNEIRO;
SIQUEIRA; MOREIRA, 2001). Além dos efeitos nutricionais, as micorrizas exercem outros

papéis sobre a planta hospedeira, 0s quais sdo resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais efeitos promotores dos fungos MA no crescimento vegetal.

Efeitos nutricionais Efeitos ndo nutricionais
Aumento na absorgéo de Favorecimento na relagdo planta agua
nutrientes

Utilizacdo de algumas formas de
nutrientes ndo disponiveis no solo  Produgdo e acimulo de substancia de crescimento

Armazenamento temporario de Reducéo dos danos causados por patdgenos
nutrientes

Favorecimento de
microrganismos benéficos como Maior tolerancia a estresses ambientais e fatores
fixadores de N e solubilizadores  fitotoxicos (ex: herbicidas e poluentes orgéanicos e

de fosfato metais)

Amenizagéo dos efeitos adversos

do pH e excesso de metais na Melhoria na agregacdo do solo e maior acimulo de
absorcéo de nutrientes substancias bioativas

Fonte: Moreira e Siqueira (2006).

Hashe et al. (2015) investigando o efeito salino no crescimento de Panicum
turgidum (Poaceae), observaram que as plantas com micorrizas sdo menos afetadas que as
sem micorrizas. De acordo com Johnson et al. (1997) as diferentes respostas no crescimento
das plantas a essa simbiose podem ser atribuidas a diversidade funcional de fungos MA,
dependendo da interagdo fungos MA-planta-condi¢fes ambientais.

Algumas espécies de fungos MA sdo vantajosas para certas plantas hospedeiras
que outros espécies (VAN DER HEIJDEN et al., 1998) até mesmo isolados de uma mesma
especie de fungos MA possuem diferentes efeitos de crescimento na mesma planta hospedeira
(MUNKVOLD et al., 2004). Além disso, varios fungos frequentimente coexistem dentro da
mesma raiz (VAN TUINEM, 1998; ALLEN, 2003). Assim, os custos de carbono e beneficios
funcionais para as plantas com ligacdo para as redes de micélio sdo provavelmente especificos

de fungos e, porque a variacdo na fisiologia de fungos MA e a especificidade do hospedeiro
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sdo partilhadas equitativamente por todas as plantas de uma comunidade (LEAKE et al.,
2004).

Van der Hejden et al. (1998) demonstraram que a diversidade e a identidade de
fungos MA foram fatores determiantes da diversidade de plantas e producdo de biomassa em
experimento realizado em microcosmo. Eles descobriram que diferentes espécies de plantas,
tais como Centaurium erythraea, Hieracium pilosella, Lotus corniculatus, Prunella
grandiflora, Prunella vulgaris, Sanguisorba afficinalis e Trifolium pratense respondem
diferentemente a espécies de fungos MA, portanto, alteracdes na composi¢do provocaram
mudangas na estrutura e composi¢do da comunidade vegetal.

Deste modo, estd bem evidenciada a importancia da associacdo entre plantas e
fungos MA, onde a influéncia dos fungos MA tem papel fundamental na sobrevivéncia de

plantas.

2.5 PROTEINA DO SOLO REALCIONADA A GLOMALINA

A glomalina é uma glicoproteina componente da parede celular das hifas de
fungos micorrizicos arbusculares (WRIGHT et al., 1996), depositada no solo apds
decomposicdo das hifas por microrganismos edéaficos (DRIVER et al., 2005). A glomalina é
definida com base na sua extracdo em citrato de sédio a alta temperatura ou em sua
reatividade com o anticorpo monoclonal (LOVERLOCK et al., 2004). As fragdes facilmente
extraiveis (PSRG-F) que representam a fracGes recentemente depositadas que ainda ndo
sofreu transformac@es bioquimicas no solo (WRIGHT et al., 1996) e sdo relacionadas com a
atividade de fungos MA (KOIDE; PEOPLES, 2013). A glomalina total (PSRG-T) apresenta-
se fortemente ligada as argilas e atraves da acumulacdo de PSRG-F aumenta os teores de
PSRG-T (KOIDE; PEOPLES, 2013), sendo necessérias até sete extragdes sequenciais para
sua completa remogéo em alguns solos (WRIGHT; UPADHYAYA, 1998).

A glomalina tem sido relacionada com diversos processos do solo, como
biorremediagdo em solos contaminados com metais pesados (BALACHANDRAN; MISHRA,
2012; WU et al., 2014; BAN et al., 2015). Porém, grande parte dos trabalhos realizados com
as fragcOes de glomalina relaciona-se com a estabilidade de agregados e o estoque de carbono
no solo (SILVA et al., 2012; FOKOM et al., 2013; MUNKVOLD et al., 2015). O estoque de
carbono organico do solo pode atingir 1.45 t ha-1de C em florestas tropicais apenas nos 10 cm

superficiais, o que sugere que a glomalina constitui um importante reservatério do C
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(LOVELOCK et al., 2004; FOKON et al., 2012), contribuindo para a formacéo e estruturacéo
de agregados do solo (WRIGHT et al., 1996; LEAKE et al., 2004).

Foi observado em estudos sobre os padrbes sazonais das fracdes de glomalina em
diferentes fitofisionomias no bioma Caatinga, na Chapada do Araripe (CE) maiores valores de
PSRG-F no periodo seco e menor no periodo com chuvoso (NOBRE et al., 2015). A fracdo de
PSRG-T ndo mostrou sensibilidade a sazonalidade no mesmo estudo. Esses resultados
indicam uma resposta dos fungos MA a situacfes de estresse, no qual seriam estimuladas a
buscar nutrientes e agua para manter o simbionte vegetal até que as condi¢cdes ambientais se

tornem favoraveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE ESTUDO E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo foi realizado em area da fazenda Belém (FZB) da Petrobras no
municipio de Aracati (4° 44'43.2"'S, 37° 32'19.6"W), Cear4, Brasil (Figura 2). O solo da area
é classificado como Neossolo Quartzarénico e a vegetacdo como Floresta Tropical

Sazonalmente Seca, conhecida popularmente como Caatinga (SAMPAIO, 1995).

Figura 2: Localizacdo do municipio Aracati, Ceara, Brasil.
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Fonte: Google Earth (2015).

A érea foi cultivada em 2012 e 2013 com o girassol (Helianthus annuus L., cv.
BRS 321), sob a irrigagdo com diferentes tipos de agua (CRISOSTOMO et al., 2015). A
temperatura média do ar e a pluviosidade anual registradas em 2014 foram de 26°C a 28°C e
564,9 mm, respectivamente, sendo as chuvas frequentes nos meses de margo a maio
(FUNCEME, 2015).

As plantas de girassol, durante trés ciclos sucessivos, foram irrigadas por
gotejamento, utilizando-se laminas adequadas de dois tipos de agua produzida: a) agua
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produzida obtida por filtracdo e passagem por colunas de resina catidnica (APF), b) &gua
produzida filtrada e tratada por osmose reversa (APO), mais o controle com &gua do subsolo
captado do aquifero Acu (ACA). Todas as aguas foram fornecidas pela Unidade de Operacgéo
da FZB da Petrobras. Os tratamentos de irrigacdo tinham trés repeticGes (parcelas de 20 x 20
m) que foram distribuidas ao acaso na &rea experimental (Figura 3). As quantidades de &gua
fornecidas as plantas durantes trés ciclos vegetativos (1,124 mm de APF, 1,060 mm de APO e
1,033 mm de ACA) foram estimadas por minilisimetros de coluna (0,4 m de didmetro por 0,6
m de profundidade) instalados nas diferentes parcelas, levando-se em conta as taxas de
evapotranspiracdo da cultura e as perdas de &gua por drenagem no perfil do solo
(CRISOSTOMO et al., 2015).

Figura 3 - Layout da unidade experimental na fazenda Belém, Aracati, Ceara, Brasil.

APO

ACA

ACA

ACA

Fonte: Proprio autor.

3.2 COLETA E IDENTIFICACAO DE PLANTAS HERBACEAS SUCESSORAS

Aos cinco meses da ultima colheita de girassol (junho de 2014) foram demarcadas
subéreas retangulares (1m x 2 m) nas diferentes parcelas experimentais. Para a demarcacao
das subareas estabeleceu-se uma linha diagonal nas parcelas, de modo a obterem-se amostras
de plantas representativas das areas previamente cultivadas. O periodo de coleta das plantas

sucessoras coincidiu com seu estadio de floracdo e producdo de sementes, facilitando a
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separagdo de grupos em campo e a identificacdo das espécies de vegetais. O aspecto visual

das plantas em sucessao ao cultivo do girassol pode ser observado na Figura 4.

Figura 4- Aspecto visual das plantas herbaceas em sucessdo ao cultivo de girassol irrigado
com A. Irrigacdo com agua captada do aquifero Acu (ACA); B. agua produzida filtrada (APF) e C.

Agua tratada por osmose reversa (APO).

Fonte: Proprio autor.

As plantas das areas demarcadas (2 m?) foram cuidadosamente coletadas,
separadas em grupos e quantificadas. Representantes dos grupos estabelecidos em campo
foram separados, e partes contendo estruturas reprodutivas foram etiquetadas e colocadas em
prensas e conduzidas ao Laboratério de Taxonomia de Angiospermae da Universidade
Federal do Ceard (UFC), em Fortaleza. Apds secagem e triagem foram confeccionadas
exsicatas e incluidas no Herbario Prisco Bezerra - EAC (acronimo conforme THIERS, 2015)
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da UFC. Para a identificacdo das espécies de herbaceas foram utilizadas chaves taxondmicas,
bibliografia disponivel no Herbario EAC, comparagdes com imagens disponiveis no sitio
Lista de espécies da flora do brasil, do JBRJ- Instituto de Pesquisas Jardim Botéanico do Rio

de Janeiro.

3.3 AVALIACAO DA COLONIZAGAO MICORRIZICA DE HERBACEAS

As raizes de plantas herbaceas prevalentes nas parcelas subordinadas aos diferentes
tratamentos de irrigacdo foram separadas para posterior analise. As porc¢des intermediarias das
raizes frescas e finas (< 0,2 mm) foram colocadas em frascos contendo uma solucéo alcodlica
(&cido acéticoa 5% e alcool etilico a 90%) para sua conservacdo até a avaliacdo da
colonizacdo micorrizica, no Laboratorio de Solos da Embrapa Agroindustria Tropical, em
Fortaleza/CE.

Para determinar a colonizacdo por fungos MA, porcdes de 1 g das raizes finas foram
clareadas em solucdo basica de KOH 10%, em autoclave a 121°C durante 12 min, seguindo-
se Philips e Hayman (1970). ApGs esse procedimento, as raizes foram lavadas com agua e
cobertas com solucdo de &gua oxigenada (H.O a 1,25%), durante 20 min. Em seguida, as
raizes foram lavadas em solucdo acida (HCI a 1%), durante 4 min, coradas com azul de
anilina (875 mL de &cido latico, 63 mL de glicerina, 0,5 g do corante e 62 mL de agua
destilada), durante uma noite. Um total de 20 segmentos das raizes coradas de cada amostra
foi montado em laminas de vidro. Os segmentos foram cobertos com solucéo lacto-glicérica e
laminulas para a observacdo ao microscépio (100 a 400 x) da presenca de micélio, vesiculas e
outras estruturas caracteristicas dos fungos MA no interior das raizes. Na Figura 5, observam-

se fragmentos colonizados de raiz de herbaceas, vistos ao microscépio (400x).

3.4 COLETA DO SOLO E CARACTERIZACAO QUIMICA

Amostras compostas do solo formadas de dez amostras simples das subareas
demarcadas, foram coletadas na camada superficial (até 0,1 m de profundidade), colocadas
em sacolas devidamente etiquetadas, para posterior analise na Embrapa Agroinddstria
Tropical, em Fortaleza. Em seguida, essas amostras foram secas ao ar livre e passadas em
peneira com 2 mm de abertura de malha, para posterior analises. Para a determinacéo do pH
em agua (proporcdo 1:2,5) e extracdo dos elementos P, K, Na, Fe, Cu, Mn, Zn (Merlich 1),

Ca, Mg (solucdo KCI 1 mol) e carbono organico seguiu-se os procedimentos de Silva (2009).
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Estas analises serviram para caracterizar o solo na ocasido da sua coleta em junho 2014

(Tabela 4), apos a irrigacdo e o cultivo com plantas de girassol.

Tabela 4- Valores de pH, carbono orgéanico (CO) e nutrientes do solo (camada de 0-10 cm)
em sucessao ao cultivo de girassol irrigado com diferentes aguas.

Agua pH CO Ca. Mg K Na P Cu Fe Mn Zn
g/kg mmol/cm3 mg/cm3
APF 7,30 530 20,90 12,70 2,40 6,30 206,60 3,80 4,80 2530 3,20
APO 7,20 530 2510 13,80 2,20 2,00 240,50 4,20 6,80 2550 3,20
ACA 780 620 20,80 21,10 2,10 3,00 241,70 490 7,00 38,00 4,70

APF: irrigacdo com agua produzida filtrada; APQO: tratada por osmose reversa; ACA: agua
captada do aquifero Acu (ACA).
Fonte: Proprio autor.

3.5 EXTRACAO DE ESPOROS E IDENTIFICACAO DE FUNGOS MA

Para a contagem de esporos de fungos MA foi empregado o método de
peneiramento Umido proposto por Sieverding (1991), seguido de centrifugacéo e flutuacdo em
sacarose. A amostra de solo (100 g) foi suspendida em 1 L de agua e agitada vigorosamente
para permitir a suspensdo das particulas e a desagregacdo dos agregados maiores do solo. Em
seguida, foi feita a decantacdo por aproximadamente 2 min, para as particulas maiores que 0s
esporos possam sedimentar. O sobrenadante foi passado através de peneiras de 0,2 mm de
abertura de malha e lavada na peneira de n° 400 (0,036 mm). Os esporos retidos na peneira de
n°® 400 foram transferidos para um tubo de centrifuga com capacidade para 100 mL, sendo
completado o volume com agua e centrifugado por 5 min a 1750 rpm.

Em seguida o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e adicionado solugéo
de sacarose (50%) nos tubos de centrifuga, seguindo de uma nova centrifugacdo na mesma
rotacdo durante 60 segundos. O sobrenadante foi vertido numa peneira n° 400, lavando em
agua corrente para eliminacdo do acgucar. Depois, a suspensdo foi colhida em frasco, para
estimar o nimero total de esporos de fungos MA ao microscopio oOptico (40 a 100 x),
utilizando-se uma placa de Petri riscada a intervalos de 0,5 cm. Apoés sua extragao do solo, 0s
esporos de fungos MA foram quantificados, separados por tamanho, cor e forma para
confeccionar laminas com representantes de cada grupo de esporos. Na montagem dos
esporos utilizou-se PVLG (alcool polivinilico em lactoglicerol) e PVLG/reagente de Melzer

(1:1 v/v), para posterior identificacdo das espécies fungicas, seguindo os procedimentos do



29

manual de identificacdo de Schenck e Pérez (1990) e descricdes fornecidas na pégina da
International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal Fungi — INVAM.

3.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE GLOMALINA

Duas fragdes de PSRG (glomalina facilmente extraivel-GF; glomalina total-GT)
foram distinguidas em funcdo das condicGes de extracdo e do método de quantificacdo
(RILLIG, 2004; WRIGHT; UPDAHYAYA, 1998). A proteina do solo relacionada a
glomalina facilmente extraivel (PSRG-F) foi obtida a partir da extracdo em autoclave,
utilizando-se 1 g de solo e 8 ml de solucdo de citrato de sédio 20 mM (pH 7,4), a uma
temperatura de 121 °C por 1 hora. Posteriormente a autoclavagem, foi realizada centrifugacéo
a 5.000 rpm por 15 min, onde o sobrenadante foi armazenado em tubos de penicilina. O
sobrenadante foi medido para quantificar a proteina. A quantidade de proteina do solo
relacionada a glomalina total (PSRG-T) foi obtida utilizando-se 1 g de solo e 8 ml de citrato
de sodio 50 mM, com pH 8,0 a 121°C, por 60 min. Para extracido desta fracdo, foram
necessarios trés ciclo de autoclavagem, até que a amostra atingisse a cor amarelo-clara
(Figura 5). Em ambas as fracGes, posteriormente a autoclavagem, foi realizada centrifugacéo a
5000 X g por 20 min, onde o sobrenadante foi removido para posterior quantificacdo da
proteina. A quantificagdo da glomalina foi realizada pelo método Bradford (1976) modificada
por Wright et al., (1996), usando como padrdo soro-albumina bovina. As concentracdes da
glomalina, para ambas as fracfes, foram corrigidas para mg g-1 de solo, considerando-se o

volume total de sobrenadante e a massa seca do solo.

Figura 5 - Aparéncia das amostras ap6s 3 ciclos de extracdo, sendo a coloracdo mais escura 0s
ciclos iniciais e mais clara os ciclos finais.

Fonte: Proprio autor.
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3.7 CARBONO ORGANICO TOTAL (COT)

Para determinacdo de COT, foi adotado o método descrito por Silva (2009), com
algumas adaptacdOes, através da oxidacdo do carbono do solo pelo dicromato em meio acido e
aquecido, sendo o dicromato (Cr®"), remanescente da oxidacdo, titulado com sulfato ferroso
amoniacal. Cada amostra de solo, 0,5 g previamente macerado e peneirado, foram transferidas
para Erlenmeyer de 250 mL e adicionados 10 mL de dricomato de potéssio (0,167M) e 5 mL
de acido sulfarico concentrado.

Foi acoplado um condensador na boca de cada frasco e, em seguida, 0s mesmos
foram levados a uma chapa aquecedora a 150 °C. Depois que todos os condensadores
comegaram a gotejar, marcou-se o tempo de 5 minutos de aquecimento, retirando-se as
amostras da chapa aquecedora e aguardando para resfriarem. Posteriormente foram
adicionados 80 mL de agua destilada, 2 mL de acido ortofosforico concentrado e 3 gotas de

difenilamina para realizar a titulagdo com sulfato ferroso amoniacal.

3.8 ANALISE DE DADOS

Para analise das espécies de plantas e fungos MA foram utilizadas as combinacGes da
abundancia relativa e a frequéncia relativa das espécies, conforme foi proposto por Dufréne,
Legendre (1997); e a significancia de espécies indicadoras dos diferentes tratamentos foi feita
por testes de permutacdo (DUFRENE; LEGENDRE, 1997). Na avaliacdo, as espécies que
apresentaram valor de indicacdo (IndVal) > 0,6; frequéncia > 3; p < 0,05 foram consideradas
validas para este estudo. Merece ressaltar que esta analise de espécies indicadoras (IndVal),
mostra a maior tendéncia de uma espécie ocorrer com maior frequéncia e abundancia em um
ambiente, e que deveria ser considerado em solos contaminados por sais ou outros
constituintes quimicos e organicos.

O efeito dos tratamentos de irrigacdo sobre abundéncia e a riqueza de espécies
vegetais e de fungos MA, os teores de glomalina total e facilmente extraivel, de colonizagdo
micorrizicas das plantas herbaceas foram avaliados utilizando o Modelo Linear Generalizado
(GLM), modelado através da distribuicdo de Poisson. Antes da avaliagcdo, os dados de
colonizacdo de raizes por fungos MA foram transformados em arco sen (x+1/100)°* para sua
normalizacdo. As medias dos tratamentos das diferentes varidveis foram comparadas,
utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade e o software SAS (versdo 9.2) (SAS
INSTITUTE, 2008).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782015000801480&script=sci_arttext#B19
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782015000801480&script=sci_arttext#B19
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4 RESULTADOS

4.1 COMPOSICAO FLORISTICA

Na area experimental avaliada, foram identificadas um total de 2390 plantas,
representadas por 10 familias e 18 espécies (Tabela 5). Os individuos dominantes pertencem a
espécie Dactyloctenium aegyptium, seguida de Eragrostis tenella, Mollugo verticillata,

Croton glandulosus, Waltheria americana e Croton hirtus.

Tabela 5 - PopulacGes de comunidades de herbaceas e respectivas familias, n° de individuos e
frequéncia (F%)em sucessdo ao cultivo de girassol sob diferentes tratamentos na fazenda
Belém, Aracati, Ceara, Brasil.

(Continua)
Tratamentos de irrigacéo
Familia/ Espécie ACA APF APO EAC
Individuos (F%) Individuos E)/O) Individuos (F%)

Aizoaceae
Trianthema portulacastrum (L.) 9,00 1,04 0,00 0,00 0,00 0,00 56092
Amaranthaceae
Froelichia humboldtiana (Schult.) 1,00 0,12 000 0,00 0,00 0,00 56103
Seub.
Convolvulaceae
Merremia aegyptia (L.) Urb. 3,00 0,35 0,00 0,00 7,00 1,89 56100
Euphobiaceae
Croton hirtus (L."Hér) 0,00 0,00 0,00 0,00 61,00 16,44 56094
Croton glandulosus (L. 'Hér) 16,00 1,84 1,00 0,09 10,00 2,70 56097
Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. 1,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00 56086
Fabaceae
Mimosa candollei R.Grether 1,00 0,12 0,00 0,00 1,00 0,27 56095
Tephrosia purpurea (L.) Pers. 1,00 0,12 000 000 0,00 0,00 56084
subesp. purpurea.
Malvaceae
Waltheria americana (L.) 19,00 2,19 400 035 25,00 6,74 56106
Pavonia cancellata (L.) Cav. 7,00 0,81 0,00 0,00 0,00 0,00 56099
He_rl_ssanthlatlubae (R.Schum.) 0,00 0,00 000 000 1,00 0,27 56087
Brizicky.
Moluginaceae
Mollugo verticillata (L.) 48,00 552 12,00 1,04 20,00 5,39 56107

Nyctaginaceae

Boerhavia difusa Cham. & Schltdl. 4,00 0,46 1,00 0,09 0,00 0,00 56098
Poaceae

Dactyloctenium aegyptium (L.) 495,00 56,96 1130 98,26 212,00 57,14 56105
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Wwilld.
Eragrostis tenella (L.) P.Beauv. ex

Roem. & Schult. 258,00 29,69 2,00 0,17 16,00 4,31 56108

Panicum sp. 0,00 0,00 0,00 0,00 6,00 1,62 56102
Rubiaceae

Borreria scabiosoides Cham. & 6,00 0,69 000 000 4,00 108 56109
Schitdl.

Diodella apiculata

(Willd ex. Roem. & 0,00 0,00 0,00 0,00 8,00 2,16 56090
Schuldt.) Delprete

Total 869,00 1150,00 371,00

Irrigacdo com agua captada do aquifero Agu (ACA), agua produzida filtrada (APF) e tratada por
osmose reversa (APO). Frequéncia (F) = 100 (N° de individuos da espécie /Total de individuos da par-
cela), EAC= Registro no herbario Prisco Bezerra (EAC).

Fonte: Proprio autor.

A diversidade de plantas foi reduzida para 14 espécies no tratamento previamente
irrigado com ACA (controle); para 12 espécies vegetais em tratamento como APO, e 6
espécies em parcelas que receberam APF, onde o teor de Na era mais elevado (Tabela 4).
Vale observar que APF passou por processo de filtracdo e colunas de resina catidnica na
industria antes da sua aplicacdo no solo, demonstrando o impacto de AP sobre a vegetacdo
espontanea em sucessdo a cultura de girassol.

Das dezoito espécies de herbaceas identificadas na éarea experimental,
Dactyloctenium aegyptium esteve relacionada com o uso de APF (IndVal = 0,62; p= 0,04),
Panicum sp. (IndVal = 1,00; p= 0,04) Diodella apiculata (Indval = 1,00; p= 0,04) com 0 uso
de APO, Trianthema portulacastrum (IndVval = 1,00; p= 0,04) e Eragrostis tenella (IndVval =
0,93; p=0,04) com o tratamento que recebeu ACA.

A abundancia das plantas observadas no tratamento com APF pode ser associada
a proliferacdo da espécie Dactyloctenium aegyptium. Esta espécie contribuiu para maior
dominéncia nas parcelas irrigadas com APF. J4 nos demais tratamentos o numero de
individuos variou menos para as diferentes espécies de plantas.

A maior abundancia de herbaceas (1.132 plantas) ocorreu no tratamento com APF
(p = 0,031) e a menor foi observada em parcelas irrigadas com APO (p = 0,003), conforme se
evidencia na Figura 6A. Por sua vez, a riqueza de espécies herbaceas foi menor nas parcelas

tratadas com APF (p = 0,005) em relacdo aos demais tratamentos de irrigacdo (Figura 6B).


javascript:void(0);

33

Figura 6- Abundéncia (A) e riqueza relativa (B) de herbaceas em sucessdo ao cultivo de
girassol irrigado com agua captada do aquifero Agu (ACA); agua produzida filtrada (APF) e
agua tratada por osmose reversa (APO). Letras idénticas indicam que os tratamentos nédo

foram significativamente diferentes (p< 5%).
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Fonte: Proprio autor.

4.2 MICORRIZACAO DE HERBACEAS PREVALENTES EM AREAS IRRIGADAS COM
AGUA PRODUZIDA

Todos os individuos de Dactyloctenium aegyptium, Eragrostis tenella (ambas
pertencentes a familia Poaceae), Waltheria americana (Malvaceae) e Mollugo verticillata
(Moluginaceae) estavam micorrizadas, porém a intensidade de colonizagdo das raizes por
fungos MA néo foi influenciada significativamente pelos tratamentos de irrigacdo (Tabela 6).
Outras espécies como Croton hirtus (Euphorbiaceae), frequente em APO, e a espécies
Borreria scabiosoides (Rubiaceae) presente em algumas parcelas irrigadas com APO e ACA,
igualmente estavam micorrizadas. Em geral, a colonizacéo de raizes por fungos MA variou de
19 a 35% para Waltheria americana, 22 a 30 % para Dactyloctenium aegyptium, 55% para
Croton hirtus, 10 a 35 % para Borreria scabiosoides, 11 % a 20% para Eragrostis tenella e

13% a 15% para Mollugo verticilata.
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Tabela 6 - Colonizacdo micorrizica das herbaceas frequentes em parcelas experimentais

previamente cultivadas com girassol irrigado com diferentes aguas.

Tratamento Plantas
Dactyloctenium Waltheria Mollugo Eragrostis
aegyptium americana verticillata tenella
ACA 22,10 ns 35,80 ns 13,30 ns 20,00 ns
APF 30,50 ns 19,50 ns 15,70 ns 11,70 ns
APO 28,00 ns 34,80 ns 14,20 ns 16,20 ns

Agua captada do aquifero Acu (ACA), irrigacio com agua produzida filtrada (APF) e tratada
por osmose reversa (APO). Colonizagdo foi transformada em arco seno (x+1/100)%°. NS* ndo

significativa pelo teste de Tukey a 5%.
Fonte: Proprio autor.

Figura 7— Fragmento colonizado da raiz de Dactyloctenium aegyptium por fungos MA.

X

Fonte: Proprio autor.
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4.3 DIVERSIDADE DE FUNGOS MA NO SOLO IRRIGADO COM AGUA PRODUZIDA

Em amostras do solo da &rea experimental foram identificados esporos de dez
especies de fungos MA (Tabela 7), sendo quatro pertencentes a familia Acaulosporaceae,
duas a Gigasporaceae e uma espécie fangica para as seguintes familias: Ambisporaceae,

Diversispoareae, Glomeraceae e Paraglomeraceae.

Tabela 7- Populagdes de comunidades de esporos de fungos micorrizicos arbusculares do solo
(n° por 100 g de solo) e respectivas familias em sucessdo ao cultivo de plantas de girassol
irrigado com diferentes tratamentos de irrigacdo na fazenda Belém, Aracati, Ceara.

Tratamentos de irrigacao
ACA APF APO

Familia/ Especies Esporos F% Esporos F% Esporos F %

Acaulosporaceae

Acaulospora aff. bireticulata F.M.
Rothwell & Trappe

Acaulospora aff. excavata Ingleby &

43,00 7,72 19,00 7,20 46,00 8,30

0,00 0,00 151,00 57,00 239,00 43,30
Walker
Acaulospora sp.1 227,00 40,75 0,00 0,00 32,00 5,80
Acaulospora sp.2 98,00 17,59 0,00 0,00 0,00 0,00

Ambisporaceae

Ambispora fennica C. Walker,
Vestberg & A. SchiRler
Diversisporaceae
Diversispora aurentia (Btaszk.,
Blanke, Renker & Buscot) C. Walker 48,00 8,62 56,00 21,10 53,00 9,60
& Schiipler

Gigasporaceae

Gigaspora margarita Becker & Hall 35,00 6,28 0,00 0,00 68,00 12,30

Racocetra castanea (C. Walker)
Oehl, F. A. Souza & Sieverd 3500 628 22,00 8,30 28,00 510

Glomeraceae
Funneliformis geosporum (Nicol. &
Gerd.) Walker & A. Schiifler

Paraglomeraceae
Paraglomus sp. 0,00 0,00 0,00 0,00 32,00 5,80
Total 557 265 552

3400 6,10 12,00 450 22,00 4,00

37,00 6,64 5,00 1,90 32,00 5,80

Irrigacdo com agua captada do aquifero Acu (ACA); agua produzida filtrada (APF) e tratada por
osmose reversa (APO). Frequéncia de esporos (F%).
Fonte: Proprio autor.

A diversidade de morfotipos de esporos e espécies de fungos MA foi

significativamente reduzida pela irrigacdo com APF, onde houve a perda de quatro espécies
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fangicas em relagdo ao tratamento APO (Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Gigaspora
margarita e Paraglomus sp.). Mas, vale destacar que a espécie Paraglomus sp. também néo
foi detectada no solo irrigado com ACA. A presenca de Paraglomus pode estar associada a
ocorréncia de Panicum sp., Croton hirtus, Diodella apiculata ou a auséncia de Boerhavia
difusa no solo que recebeu APO (Tabela 5). As caracteristicas morfolédgicas dos fungos MA
podem ser observadas na Figura 8 e na Tabela 8.

Figura 8- Mofortipos de fungos micorrizicos arbusculares em sucessdo ao cultivo de plantas
de girassol irrigado com diferentes aguas na fazenda Belém, Aracati, Ceara. A) Acaulospora
bireticulata F.M. Rothwell & Trappe, B) Acaulospora excavata Ingleby & Walker, C)
Ambispora fénica C. Walker, Vestberg & A. Schifiler, D) Acaulospora sp.1, E) Acaulospora
sp.2, F) Gigaspora margarita Becker & Hall, G) Funneliformis geosporum (Nicol. & Gerd.)
Walker & A. Schiipler, H) Paraglomus sp., I) Racocetra castanea (C. Walker).

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 8- Descricdo morfologica de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em sucessdo ao cultivo de plantas de girassol irrigado com
diferentes dguas na fazenda Belém, Aracati, Cearé.

Caracteristicas

N° Género Cor Tamanho Formato/Similaridade  Superficie - Espécie
morfoldgicas
Parede A. aff. bireticulata F.M.
1 Acaulospora Amarelo 120-180 um  Redondo Rugoso ornamentada Rothwell & Trappe
A. aff. excavata Ingleby
2  Acaulospora Amarelo 100 pum Oval Liso & Walker
. : Parede A. fennica C. Walker,
3 Ambispora Amarelo Oval/Desuniforme Rugoso ormamentada  Vestberg & A. SchiiRler
4 Acaulospora Roxo Oval/Alongado Rugoso Acaulospora sp.1
5  Acaulospora Marrom Oval Rugosa Parede Acaulospora sp.2
ornamentada
D. aurentia (Btaszk.
L . . Esporo Blanke, Renker &
6  Diversispora Amarelo brilhante Oval Liso pequeno Buscot) C. Walker &
Schupler
7  Gigaspora Alaranjado 250 - 375um  Redondo Liso Presenca de G. margarita Becker &
bulbo Hall
F. geosporum (Nicol. &
8  Funneliformis ~ Amarelo/marrom 120-240 um  Redondo Liso 2 paredes Gerd.) Walker & A.
Schupler
9  Paraglomus Laranja Redondo Liso Paraglomus sp.
Marrom .
10 Racocetra 240-350 pm  Oval Liso R. castanea (C. Walker)

claro/avermelhado

Fonte: Proprio autor.
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Em termos de abundancia de esporos de fungos MA, ndo se detectou variacfes
entre os tratamentos com ACA e com APO, mas houve reducdo significativa dos esporos
fangicos no tratamento que recebeu APF (p = 0,015) (Figura 9A), bem como a menor riqueza
de especies de fungos MA (Figura 9B). Da mesma forma que foi reduzida a diversidade
floristica do estrato herbaceo (Tabela 5) houve redugéo na esporulacdo de fungos MA em solo
que recebeu APF, o que pode ser atribuido ao elevado o teor de Na disponivel neste
tratamento de irrigacdo (Tabela 4), e que em longo prazo pode afetar o potencial produtivo do

agrossistema.

Figura 9- Abundancia (A) e riqueza relativas (B) de fungos MA em sucessdo ao cultivo de
girassol irrigado com agua captada do aquifero Agu (ACA); agua produzida filtrada (APF) e
agua tratada por osmose reversa (APO). Letras idénticas indicam que os tratamentos ndo
foram significativamente diferentes (p< 5%).
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Fonte: Proprio autor.

4.4 TEOR DE GLOMALINA DO SOLO

Os teores das fracdes de proteinas relacionadas a glomalina (PSRG-F, PSRG-T)
foram superiores no solo irrigado com ACA (Tabela 9); ja os menores valores de PSRG-F
oriunda do micélio de fungos MA foram detectados no solo irrigado com APO. No processo
de tratamento esta agua recebeu glutaraldeido, um biocida que visa impedir filme bacteriano
nas membranas filtrantes usadas na industria do petréleo. Por sua vez, a fracdo PSRG-T foi
mais estavel no solo, sendo indiferentes os teores da variavel para os tratamentos como APO e
APF.
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Tabela 9- Teor de proteinas relacionadas & glomalina total (PSRG -T) e facilmente extraivel
(PSRG-FE) do solo, em sucessdo ao cultivo de plantas de girassol irrigado com diferentes

aguas.

Tratamentos de irrigacédo

Variaveis Unidade ACA APF APO

PCRG.T M9  g-lsolo 1,40 a 0,94 b 1,07 b
Seco

PCRG-F M9  g-lsolo 0.63a 0,45 b 0,28
Seco

Irrigacdo com &gua captada do aquifero Agu (ACA); dgua produzida filtrada (APF) e agua tratada por
osmose reversa (APO). Médias seguidas das mesmas letras nas linhas ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

Fonte: Proprio autor.
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5 DISCUSSAO

A irrigacdo da cultura de girassol com AP teve um impacto na diversidade de
plantas herbaceas sucessoras e nos grupos funcionais de fungos MA do solo. A reducéo na
diversidade de plantas e de fungos MA pode estar associada a presenga de sais, sendo
detectados até 6,3 mmol Na por cm? de solo do tratamento com APF. De acordo com Yang et
al. (2015), o excesso de Na propicia um menor crescimento das plantas. Entretanto, o nivel de
concentragio de sais no solo pode afetar diferentemente as espécies vegetais (BANUELOS,
2015). Segundo Heinze et al. (2015) fatores bidticos, tais como competicdo, microorganismos
patogénicos, parasitas e interacbes mutualisticas e fatores abidticos de acordo com Sproull et
al. (2015) como temperatura, umidade e incidéncia de luz, também podem influenciar na
estrutura da comunidade de plantas.

No tratamento com APF houve alta presenca de Dactyloctenium aegyptium
(Poaceae), espécie possivelmente mais tolerante ao estresse salino do solo. Esta graminea ndo
é halofitica, mas possui boa capacidade adaptativa em ambientes diversos (ADU et al., 1994).
Algumas espécies da familia Poaceae produzem sementes em grande quantidade, o que
aumenta consideravelmente a disseminagdo em ambientes com condigdes diversas (HOLM et
al., 1991).

Outras espécies de herbaceas como Panicum sp., Diodella apiculata foram
indicadoras do tratamento com APO, enquanto as espécies Trianthema portulacastrum e
Eragrostis tenella foram associadas ao tratamento controle que recebeu ACA. Vale ressaltar
que Panicum sp. ndo foi detectado em parcelas irrigadas com APF, resultado que vem a
corroborar as observacges feitas por Koyro et al. (2013). Estes pesquisadores demonstraram
que representantes do género Panicum apresentam pouca tolerancia a salinidade do solo.

A espécie Trianthema portulacastrum foi indicadora do controle ACA e sua
frequéncia pode estar associada ao potencial em produzir substancias que inibem a
germinacdo de outras plantas, conforme relataram Mubarik et al. (2015). Ja as espécies
Diodella apiculata e Eragrostis tenella pertencentes as familias Rubiaceae e Poaceae,
respectivamente, comumente ocorrem no componente herbaceo do semiarido brasileiro
(MACHADO et al., 2015).

A colonizagdo micorrizica arbuscular de herbaceas mais frequentes foi indiferente
aos tratamentos de irrigacdo. Porém, as taxas de colonizagdo das raizes por fungos MA
variaram na seguinte ordem decrescente: Waltheria americana > Dactyloctenium aegyptium >

Croton hirtus >Borreria scabiosoides > Eragrostis tenella > Mollugo verticillata. Mesmo
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com as baixas taxas de micorrizagdo, as plantas podem ter se beneficiado da associa¢cdo com
os fungos MA. Observa-se que havia alto nivel de fosforo no solo, 206,6 mg P por cm?3 de
solo irrigado com APF e mais de 240 mg P por cm? de solo irrigado com APO e ACA, o que
pode ter restringido a atividade de fungos MA associados as herbaceas. Menores taxas de
micorrizagdo das plantas tém sido observadas em solo com elevado teor de nutrientes
disponiveis, como fosforo (PROPSTER; JOHNSON, 2015). Estudando o efeito do P sobre a
micorrizacdo do abacaxizeiro, De Siqueira, Zambolim e Cardoso (2015), observaram que
maiores doses de P diminuiu a colonizacdo radicular de fungos MA. Indicando a necessidade
de teores minimos de P no solo para que sejam colonizadas pelos fungos MA. Ademais, nas
parcelas irrigadas com APF detectou-se alto teor de Na trocavel no solo, de acordo com varios
autores (SAINT-ETIENNE et al., 2006; GUO; GONG, 2014; KRISHNAMOORTHY et al.,
2014; BENCHERIF, 2015) a presenca deste elemento reduz a colonizacdo micorrizica e
podendo afetar o crescimento, e a producédo de sementes das plantas.

O impacto da irrigacdo com APF foi evidenciado nas populagdes de esporos de
comunidades de fungos MA do solo. Mas, o crescimento micelial e a consequente
esporulacdo de fungos MA também ¢é afetada pela condicdo ambiental. No presente trabalho,
as amostras foram coletadas ao final da época chuvosa, e os sistemas com solo Umido
comportam baixas populagdes de esporos de fungos MA (PAGANO et al., 2013; SOUSA et
al., 2014). Embora os teores de P no solo sejam considerados elevados, mais de 240 mg P por
cm? de solo irrigado com APO e ACA e 206,6 mg P por cm3 de solo irrigado com APF
(Tabela 4), a producdo de glomerosporos parece ndo sofrer influéncia desse nutriente. De
Siqueira, Zambolim e Cardoso (2015), observaram que somente em valores a cima de 600mg
de P/dm?®, a populagdo de glomerosporos decresce, parecendo ndo haver correlacdo entre a
producdo de esporos e a porcentagem de colonizacdo, indicando a independéncia entre as
variaveis, comprovando os resultados obtidos nesse trabalho. A producgéo de glomerosporos é
caracteristica para as espécies de fungos MA (STURMER; SIQUEIRA, 2011), e pode ser
afetada pelas plantas e os fatores do ambiente, sendo que alguns tipos de manejo, tais como
sistemas de integracdo lavoura-pecuaria, sistema de plantio direto pode levar a reducdo da
esporulacao de fungos MA no solo (CORDEIRO et al., 2007).

O estagio de sucessao das herbaceas e a pouca diversidade de plantas observadas
em parcelas irrigadas com APF podem ter desfavorecido a proliferacdo de fungos MA, onde
as espécies da familia Poaceae dominam a vegetacdo. Em uma sucessdo vegetal mais
avancada tem-se observado maior riqueza de fungos MA (SOUSA et al., 2014), e no presente

trabalho a diversidade das plantas e de fungos MA foi maior em parcelas irrigadas com APO
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e ACA, observando-se maior numero de espécies. Em estudos realizados por Hashe et al.
(2015), observaram que fungos MA melhoraram o impacto negativo da salinidade sobre
membros da familia Poaceae, garantindo um melhor crescimento sob condicfes de estresse.
Também foi observado, segundo Soares et al. (2012) que a associacdo micorrizica
proporcionou melhoria no crescimento vegetativo e nutricdo espécies da familia Rubiaceae. O
estudo demonstrou também que geralmente existe seletividade do hospedeiro por
determinadas espécies de fungos MA, e esta seletividade ndo é para eficiéncia e sim, para
sobrevivéncia. Algumas espécies das familias Malvaceae e Euphorbiaceae foram observadas
em estudo realizado por Souza et al. (2003) com bom percentual de colonizacéo e presenca de
esporos de fungos MA na rizosfera, confirmando-se a importancia dos fungos MA no
estabelecimento das plantas, e na manutencédo de ecossistemas. No presente estudo as familias
Euphorbiaceae, Malvaceae, Poaceae e Rubiaceae foram as familias com maior nimero de
espécies, sugerindo que a riqueza de plantas desempenha papel importante na diversidade e na
abundancia de fungos MA e a presenca de fungos MA garante a sobrevivéncia e crescimento
das plantas.

Dentre os morfotipos de esporos das dez espécies fungicas identificadas, quatro
pertencem ao género Acaulospora. A diversidade deste género pode ser associada a
diversidade de herbaceas e as carateristicas do solo. Mafaziya e Madawala (2015) também
observaram em areas degradadas uma maior frequéncia de esporos do género Acaulospora e
maior numero de espécies da familia Poaceae. A frequéncia de algumas espécies do género
Acaulospora pode estar relacionado com o pH do solo (STURMER et al., 2006; SHENG et
al., 2008), sendo que no presente trabalho houve a variacdo de pH 7,2 em solo irrigado com
APO a pH 7,8 em parcelas que receberam ACA. As condicGes do solo podem ter favorecido a
proliferacdo de algumas espécies, sendo que o género Acaulospora é comumente observado
nos periodos de maior pluviosidade no norte (CAPRONI et al., 2003) e sudeste do Brasil
(AIDAR et al., 2004). De outro modo, tem-se o estresse salino do solo como fator limitante na
proliferagdo de fungos MA. Certamente os fatores como rizosfera e diversidade floristica
afetam a proliferacdo de fungos MA no solo, mas este resultado ndo parece ser suficiente para
considerar a especificidade de herbaceas com Paraglomus sp. Algumas espécies como
Acaulospora sp.1 e Gigaspora margarita estavam ausentes no tratamento com APF, e o
género Gigaspora tem sido observado com frequéncia em solos de baixa salinidade
(BENCHERIF et al., 2015).

Algumas outras espécies fungicas como Acaulospora bireticulata, Ambispora

fenica, Racocetra castanea e Funneliformis geosporum estavam presentes nas diferentes
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parcelas, indicando uma possivel adaptacdo as condicdes edéficas e climéticas. A diversidade
de fungos MA e sua simbiose com as plantas possivelmente afetaram as comunidades de
plantas dominantes na area. Puschel et al. (2007) demonstraram que fungos MA interferem na
estrutura de comunidade e na sucessdo vegetal. Neste contexto, as espécies fangicas mais
frequentes poderiam ser testadas em trabalhos futuros envolvendo o manejo a cultura do
girassol irrigado com agua residudria.

Em termos de glomalina, na fracdo protéica facilmente extraivel do solo, houve
variacdo na seguinte ordem: ACA > APF > APO. Esta fracdo foi mais sensivel aos
tratamentos de irrigacdo quando comparada ao teor de glomalina total do solo. A reducédo de
ambas as fragbes € uma evidéncia do impacto negativo da agua produzida (APF e APO) sobre
o0 micélio de fungos MA depositado no solo. O baixo teor da fracdo proteica facilmente
extraivel, a qual foi recentemente depositada no solo e ainda ndo sofreu transformacdes
bioquimicas (WRIGHT et al., 1996) pode ser devida a presenca de glutaraldeido, um biocida
adicionado no processo industrial de purificagdo da AP e detectado na saida do tratamento de
APO (0,198 mg/L) (MELO et al., 2010) que possivelmente, afeta a sintese da glomalina e a
extensdo do micélio de fungos MA no solo. Esse biocida atua no metabolismo das células
microbianas (LEUNG, 2001) e é usado para evitar a formagdo de filme bacteriano nas
membranas usadas na purificacdo da agua. Na mesma area do presente estudo, porém durante
o primeiro ciclo da cultura do girassol, Lopes et al. (2014) também observaram reducdo na
proliferacdo de bactérias e fungos cultivaveis do solo irrigado com APO. Ademais, 0
glutaraldeido altera os grupos da mesofauna (FERREIRA et al., 2015) que naturalmente se
alimentam do micélio fungico e outros estuturas da microbiota edafica. Esse fato pode ter
propiciado um desequilibrio na biota a teia trofica do solo irrigado com APO. Ja o efeito
negativo da irrigacdo com APF sobre a glomalina pode ser devida ao Na trocavel do solo.
Sais de Na tem impacto negativo na producdo de proteinas relacionadas a glomalina
(KRISHNAMOORTHY et al., 2014).
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6 CONCLUSOES

A diversidade de plantas herbaceas e fungos micorrizicos arbusculares é reduzida
em sucessdo a cultura do girassol irrigada com agua produzida obtida por simples filtracdo em
comparagao com agua do aquifero.

A aplicagdo de 4agua produzida e tratada por osmose reversa diminui
significativamente no curto prazo, a fracdo de glomalina que é facilmente extraivel do solo.

Plantas do componente herbaceo e fungos MA do solo respondem de forma
diferente aos estresses induzidos pela irrigacdo com agua produzida. Isto leva a mudancas na
estrutura das comunidades de plantas e de fungos micorrizicos no agrossistema irrigado com

agua produzida.
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Abstract The objective of this work was to evaluate the diversity of herbaceous plants and
arbuscular mycorrhizal fungi following the cultivation of sunflowers irrigated with produced
water. The sunflower plants were irrigated during three successive cycles with three different
types of water: firstly, produced water obtained through simple filtration (PWSF), and
secondly, produced water treated by reverse osmosis (PWRO), and the control with
groundwater from the aquifer Acu (WCA). In June 2014, five months after the final harvest,
the treatments were evaluated in terms of the diversity of successor plants and their roots
colonized by arbuscular mycorrhiza (AM); and samples of soil, in which the following were
measured: the spore populations of AM fungi, the levels of glomalin in easily extractable
glomalin (GRSP-EEG) and in total glomalin (GRSP-TG). Of a total of eighteen species of
herbaceous plants which were identified in the experimental field, Dactyloctenium aegyptium
was related with the use of PWSF, Panicum sp. and Diodella apiculata with the use of
PWRO, and Trianthema portulacastrum and Eragrostis tenella with the control WCA. The
diversity of AM fungi was affected by irrigation with PWSF, in which two species of
Acaulospora, one species of Gigaspora and one species Paraglomus were absent, compared
to the treatment with PWRO. Acaulospora spl.was related with the WCA control as an
indicator species. The use of produced water which had undergone reverse osmosis had a
short-term effect on the amount of glomalin which is easily extractable from the soil but did
not change the mycorrhization of the plants. These results enable us to infer that irrigation

with produced water leads to a reduction in the diversity of herbaceous plants and of
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arbuscular mycorrhizal fungi in the soil, confirming the importance of monitoring agro-
systems which are irrigated with residual water.

Keywords Wastewater. Plant succession. Mycorrhizal activity. Environmental microbiology.

1 Introduction

Agricultural production in semi-arid regions constitutes a challenge when there are problems
with water distribution or a scarcity of drinking water, so it has been suggested that alternative
sources, such as residual water, should be used for irrigation (Namazy et al. 2015). One of
these alternative sources of water is produced water which is obtained when oil is extracted
(Motta et al. 2013). In the Northeastern Brazil up to 90% of the liquid extracted from oil wells
is produced water (Melo et al. 2010). However, this water contains constituents (Melo et al.
2010) and residues of the chemical additives used in the process of separating out the oil
(Figueredo et al. 2014), which makes the treatment of the produced water essential if it is to
be re-used industrially.

Notwithstanding this, the treatments of produced water include the filtration and passing
of water through ion-exchange resin (Qian et al. 2012), and nanofiltration followed by reverse
0smosis treatment, which aims to remove toxic constituents (Alzahrani et al. 2013), among
other methods of treating residual water (Igunnu and Chen 2012; Gregory et al. 2013; Das et
al. 2014), which justifies its monitoring for re-use in industry or use in rural areas. The water
residue from oil is brackish (Tabatabaei and Najafi 2009; Travis et al. 2012) and its use in the
environment can lead to the salinization of the soil (Al-Haddabi and Ahmed 2007). In turn,
high levels of salt interfere with the characteristics of the soil (Onojake et al. 2012) and with
the biological activity of functional groups (Nwaugo et al. 2007), reducing the activity of
arbuscular mycorrhizal fungi (Saint-Etienne et al. 2006; Bencherif 2015), which is reflected in
plant growth (Yang et al. 2015). Nevertheless, the concentration of salts determining this
reduction varies according to the species of plant, and this fact could be related to the
tolerance of salinity of each species (Bariuelos 2015).

The agricultural use of treated produced water has been suggested (Melo et al. 2010), but
the irrigation of sunflower plants (Helianthus annus L.) and castor-oil plants (Ricinus
communis L.) has led, in a short time, to changes in the proliferation and activity of fungi and
cultivable bacteria (Lopes 2014) and in the structure of mesofauna communities in the soil
(Ferreira et al. 2015), reinforcing the need to monitor biotic and abiotic factors in soil which

has been irrigated with the residual water from oil extraction.
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Herbaceous plants are sensitive to changes in the environment and contribute to the
formation of a microclimate, changing the soil’s properties (Wang et al. 2014). They also
establish associations with AM fungi in their roots. So too, these micro-symbionts are
indicators of environmental impacts due to their use as a biotechnological input in degraded
areas (Schreiner 2007), and can serve as a biological indicator of soil salinity (Flores 2010).
An increase in the concentration of salts affects sporulation, selecting species of AM fungi
which are saline resistant, (Sheng et al. 2008) and also the mycorrhization of plants (Saint-
Etienne et al. 2006; Guo and Gong 2014; Bencherif 2015).

In light of the paucity of research work related to the impact of produced water on the
vegetation in agro-systems, this research was undertaken in order to determine the diversity of
herbaceous plants and AM fungi in the soil after sunflowers had been grown using produced

water for irrigation.

2 Materials and methods

2.1 Study area and experimental approach used

This research was carried out on the Belém plantation (FZB) belonging to Petrobras in the
municipality of Aracati, Ceard, Brasil (4° 44'43.2"'S, 37° 32'19.6""W). The soil is classified as
Typic Quartzipsamment and the vegetation as semi-arid (seasonal), known as Caatinga
(Sampaio1995). In the years 2012 and 2013 the area was planted with sunflowers (Helianthus
annuus L., cv. BRS 321), and irrigated by different types of water (Criséstomo et al. 2015).
The average air temperature registered in 2014 was between 26°C and 28°C and the annual
rainfall was 564.9 mm with frequent periods of rain between March and May (Funceme
2015).

The sunflower plants were irrigated by means of a drip-irrigation system for three
successive life-cycles, using adequate blades of water and two different types of produced
water: a) produced water which was obtained through filtering and passing through columns
of cation resin (PWSF), b) produced water which was filtered and treated by reverse osmosis
(PWRO), in addition to the control which was water from the subsoil captured in an Agu
aquifer (WCA). All types of water were supplied by the Operations Unit of the FZB
belonging to Petrobras. All the irrigation treatments were repeated three times (in plots of land
measuring 20 m x 20 m) which were randomly assigned within the experimental area. The
amounts of water given to the plants during the three life-cycles (1,124 mm of PWSF, 1,060

mm of PWRO and 1,033 mm of WCA) were calculated using the column mini-lysimeters (0.4
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m diameter by 0.6 m depth) which had been installed in the different plots, taking into
consideration the rates of evapotranspiration of the plant, and water loss through drainage in

the soil profile (Crisdstomo et al. 2015).

2.2 Collection and identification of successor herbaceous plants

In June 2014, five months after the last harvesting of sunflowers, rectangular sub-areas (1m x
2 m) were marked out in the different experimental plots. In order to demarcate the sub-areas,
a diagonal line was drawn through the plots, in order to obtain samples of plants which would
be representative of the areas which had previously been cultivated. The period in which the
successor plants were collected coincided with their flowering and seed production stage,
making the separation into groups possible there in the field and the identification of species
of vegetation easier.

The plants in the demarcated areas (2 m2) were carefully collected, separated into groups
and quantified. Representatives of the groups identified in the field were separated out and the
parts containing reproductive structures were labelled, placed in presses and taken to the
Laboratory of Angiospermae Taxonomy at the Universidade Federal do Ceard (UFC), in
Fortaleza. After drying and screening they were exsiccated and donated for inclusion in the
EAC Herbarium (acronym according to Tiers 2015) at UFC. In order to identify the
herbaceous species, taxonomic keys were used together with the bibliography available at the
EAC Herbarium, and by making comparisons with the images provided by the Institute of
Research Botanical Garden of Rio de Janeiro —JBRJ and the list of Brazilian flora species.

2.3 Evaluation of the mycorrhizal colonization of the herbaceous plants

The roots of the herbaceous plants prevalent in the plots of land which had undergone
different irrigation treatments were kept in separate batches. The intermediate sections of
fresh, fine roots (< 0.2 mm) were placed in small bottles containing an alcohol solution (5%
acetic acid and 90% ethyl alcohol) in order to conserve them until their mycorrhizal
colonization could be evaluated, in the Lab of Soils at the Embrapa Tropical Agroindustry, in
Fortaleza.

To determine AM association in plants, 1g pieces of fine roots were placed in a KOH
10% basic solution in an autoclave at 121°C for 12 minutes, as described by Philips and

Hayman (1970). Following this procedure, the roots were washed with tap water and covered
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with a solution of hydrogen peroxide (H.O, at 1.25%), for 20 minutes. Immediately
afterwards, the roots were washed in an acidic solution (HCI at 1%), for 4 minutes, and
soaked in aniline blue (875 mL of lactic acid, 63 mL of glycerine, 0.5 g of dye and 62 mL of
distilled water), overnight. A total of 20 segments of dyed roots from each sample were
mounted onto sheets of glass. The segments were covered with a lacto-glycerol solution and
placed on glass slides so that observation through the microscope could be made (100x to
400x) looking for the presence of mycelium, vesicles and other structures characteristic of

AM fungi, inside the roots.

2.4 Collection of soil, chemical evaluation and microbiological analysis

Soil samples composed of ten simple samples from the demarcated sub-areas were collected
from the topsoil (up 0.1 m depth), and placed in properly labelled bags, for analyses to be
carried out later at Embrapa Agroindustria Tropical, in Fortaleza. These samples were dried
straightaway in the open air and then passed through a sieve with a 2 mm mesh, for
subsequent analysis. For the determination of pH in water (proportion 1:2.5) and the
extraction of the elements P, K, Na, Fe, Cu, Mn, Zn (Merlich 1), Ca, Mg (solution KCL 1
mol) and the determination of organic carbon, the procedures described by Silva (2009) were
followed. These analyses made it possible to describe the composition of the soil at the time it
was collected in June 2014 (Table 1), after the irrigation and the cultivation of the sunflower
plants.

Other parts of the soil samples were used for the extraction of the spores of AM fungi and
the determination of the levels of glomalin. For the extraction of fungal spores, the humid-
sieving technique was used, followed by centrifusion and sucrose gradient fluctuation, as
described by Sieverding (1991). The different morphotypes spore of AM fungal communities
quantified with a stereo microscope (up to 100x). Examples of the typical spores from each
group were mounted on glass slides in PVLG solutions (polyvinyl alcohol in lacto-glycerol)
and PVLG/ Melzer’s reagent (1:1 v/v) (Sieverding 1991), for subsequent identification of the
fungal species based on the color of the spores, the ornamentation of the surface and the
structure of the wall as set out in the Identification Manual of Schenck and Pérez (1990).
Descriptions on the site belonging to the International Culture Collection of Arbuscular
Mycorrhizal Fungi — INVAM, were also consulted, together with original descriptions.

Other fractions of the soil samples were also analyzed to determine the level of proteins

related to glomalin in the soil in easily extractable glomalin (GRSP-EEG) and total glomalin
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(GRSP-TG), following the procedures adopted by Rillig (2004) and Wright and Updahyaya
(1998), with modifications in the extraction of proteins through the use of sodium citrate (20
mM in pH 7.4 GRSP-EEG and 50 mM pH 8.0 for GRSP-TG), and the quantification of both
fractions followed Bradford (1976) adapted by Wright et al. (1996). The concentrations of
both fractions were corrected for each mg g™ of soil, taking into consideration the total

volume of supernatant and dry matter in the soil.

2.5 Analysis of the data

For the analysis of plant species and AM fungi, combinations of relative abundance and
frequency relative to the species were used, as suggested by Dufréne and Legendre (1997);
and the calculation of the significance of indicator species in the different treatments was
carried out through permutation tests (Dufréne and Legendre 1997). In the evaluation, species
which had an indicator value (IndVal) > 0.6; frequency > 3; p < 0.05 were considered valid
for this study. It should be pointed out that this study of indicator species (IndVal) shows a
tendency for a species to occur with greater frequency in one environment, and this should be
considered in soils contaminated by salts or other chemical and organic constituents.

The effect of the different irrigation treatments on the abundance and diversity of species
of vegetation and AM fungi, the levels of total and easily extractable glomalin and the
intensity of mycorrhizal colonization of herbaceous plants, were evaluated using the general
Linear Model (GLM) based on the Poisson distribution. Before the evaluation, the data on the
root colonization by AM fungi were arsine transformed (x+1/100)>° for normalization. The
treatment averages were compared in terms of the different variables, using Tukey’s test at

5% probability and the SAS software (Release 9.2) (SAS Institute 2008).

3 Results
3.1 Floristic composition

A total of 2,390 plants were identified in the experimental area evaluated, representing a
dozen families and 18 species (Table 2). The most prevalent individuals belonged to the
Dactyloctenium aegyptium species, followed by Eragrostis tenella, Mollugo vecticilata,
Croton glandulosus, Waltheria americana and Croton hirtus. The diversity of plants was
reduced to 14 species in the treatment previously irrigated with WCA (control); to 12

vegetation species treated with PWRO, and to 6 species in the plots which were irrigated with
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PWSF, where the levels of Na were higher (Table 1). It is worth pointing out that the PWSF
passed through a sand filtering process and columns of ion-exchange resin before being used
on the soil, demonstrating the impact that produced water has on spontaneous vegetation
following sunflower cultivation.

Of the eighteen herbaceous species identified in the experimental area, Dactyloctenium
aegyptium was related to the use of PWSF (IndVal = 0.62; p= 0.04), Panicum sp. (IndVval =
1.00; p= 0.04) and Diodella apiculata (IndvVal = 1.00; p= 0.04) with the use of PWRO, and
Trianthema portulacastrum (Indval = 1.00; p= 0.04) and Eragrostis tenella (IndVal = 0.93;
p= 0.04) with the treatment which received WCA. The greatest abundance of herbaceous
plants (1,132) occurred with the PWSF treatment (p = 0.031) and the smallest was observed
in the plots irrigated with PWRO (p = 0.003), as can be seen in Figure 1. Otherwise the
diversity of herbaceous species was lower in the plots irrigated with PWSF (p = 0.005)
compared to the other kinds of water used for irrigation (Figure 1). The abundance of plants
observed after treatment with PWSF could be associated with the proliferation of the species
Dactyloctenium aegyptium. This species had the greatest dominance in the plots irrigated with
PWSF. In the other treatments, the number of individuals belonging to different species

varied a lot less.

3.2 Mycorrhization of the herbaceous plants prevalent in areas irrigated with produced

water

All the individual plants belonging to Dactyloctenium aegyptium, Eragrostis tenella (both of
these belong to the Poaceae), Waltheria americana (Malvaceae) and Mollugo vecticilata
(Moluginaceae) supported mycorrhizal association, although the colonization of their roots by
AM fungi was not significantly affected by the type of irrigation treatment (Table 3). Other
species, such as Croton hirtus (Euphorbiaceae), frequent with PWRO, and the species
Borreria scabiosoides (Rubiaceae) present in some plots irrigated with PWRO and WCA,
showed similarly a symbiotic association with AM fungi. In general, the root colonization by
AM fungi varied between 19 and 35% for Waltheria americana, 22 and 30 % for
Dactyloctenium aegyptium, it was 55% for Croton hirtus, between 10 and 35 % for Borreria
scabiosoides, 11 % and 20% for Eragrostis tenella and 13% and 15% for Mollugo vecticilata.

3.3 Diversity of AM fungi in soil irrigated with produced water
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Spores from ten species of AM fungi were identified in soil samples from the experimental
area (Table 4), of which four belonged to the family Acaulosporaceae, two to the family
Gigasporaceae and just one species of fungus belonging to the following families:
Ambisporaceae, Diversispoareae, Glomeraceae and Paraglomeraceae. The diversity of
morphotypes spore of AM fungal communities was significantly reduced when PWSF was
used for irrigation, where there was a loss of four species of fungi compared to the PWRO
treatment (Acaulospora spl, Acaulospora sp2, Gigaspora margarita and Paraglomus sp.). It
is worth pointing out, however, that the species Paraglomus sp. was not detected in the soil
irrigated with WCA either. The presence of this genus of fungi could be associated with the
occurrence of Panicum sp., Croton hirtus, Diodella apiculata and the absence of Boerhavia
difusa in the soil which was irrigated with PWRO (Table 2).

With regard to the abundance of morphotypes spore of AM fungal communities, no
difference was found between two of the treatments, that with WCA and that with PWRO, but
there was a significant reduction in fungal spores in the PWSF treatment (p = 0.015) (Figure
2), as well as a smaller number of species of AM fungi (Table 4). Just as floristic diversity
was reduced in the herbaceous stratum (Table 2), there was also a reduction in the sporulation
of AM fungi in the soil which had been irrigated with PWSF, which may be attributed to the
elevated level of Na present in this type of water (Table 1), and which, in the long-term, could

affect the productive potential of the agro-system.

3.4 Level of glomalin in the soil

The levels of protein fractions related to glomalin (GRSP-EEG, GRSP-TG) were higher in the
soil irrigated with WCA (Table 5); the lowest levels of GRSP-EEG derived mainly from the
mycelium of AM fungi were detected in the soil which had been irrigated with PWRO.
During the treatment process, this water received Glutaraldehyde, a biocide that prevents the
formation of bacterial biofilms on the membrane filters used in the oil industry. On the other
hand, the GRSP-TG fraction was more stable in the soil, regardless of the levels of the
variables in the PWRO and PWSF treatments.

4. Discussion

Irrigating sunflower plantations with produced water had an impact on the diversity of
successor herbaceous plants and functional groups of AM fungi in the soil. The reduction in

the diversity of plants and AM fungi could be linked to the levels of salts, which were found
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to be as high as 6.3 mmol Na for each cm? of soil in the PWSF treatment. According to Yang
et al. (2015), an excess of Na can lead to smaller plant growth. However, the level of
concentration of salts in the soil affects plants in different ways, according to the species
(Bafuelos 2015). According to Heinze et al. (2015) biotic factors, such as competition,
pathogenic micro-organisms, parasites and mutualistic interactions, along with abiotic factors,
such as temperature, humidity, and the incidence of light, as mentioned by Sproull et al.
(2015) can also affect the plant community structure. In the PWSF treatment, there was a high
level of Dactyloctenium aegyptium (Poaceae), a species which may possibly be more tolerant
of saline stress in the soil. This grass is not halophytic, but it does have a good capacity to
adapt to different environments (Adu et al. 1994). Some species of the Poaceae family
produce large quantities of seeds and this significantly increases dissemination in different
environments and conditions (Holm et al. 1991).

Other herbaceous species, such as Panicum sp., Diodella apiculata were indicators of
PWRO treatment, while the Trianthema portulacastrum and Eragrostis tenella species were
associated with the control treatment which used WCA. It should be noted that Panicum sp.
was not found in the plots irrigated with PWSF, an outcome which corroborates the
observations made by Koyro et al. (2013). These researchers demonstrated that
representatives of the Panicum genus have low levels of tolerance to soil salinity.

The species Trianthema portulacastrum was an indicator of the WCA control and its
frequency may be linked to the potential to produce substances which inhibit the germination
of other plants, as mentioned by Mubarik et al. (2015). The species Diodella apiculata and
Eragrostis tenella, (which belong, respectively, to the families Rubiaceae and Poaceae), are
common herbaceous components of the semiarid regions of Brazil (Machado et al. 2015).

The arbuscular mycorrhizal colonization of the most common herbaceous plants was not
affected by the types of irrigation. However, the rates of root colonization by AM fungi
decreased in the following order: Waltheria americana > Dactyloctenium aegyptium > Croton
hirtus >Borreria scabiosoides > Eragrostis tenella > Mollugo vecticilata. Even with low
levels of mycorrhization, the plants plants possibly benefit from mycorrhizal symbiosis. It
was observed that there was a high level of phosphorus in the soil, 206.6 mg P per dm3 of soil
irrigated with PWSF and more than 240 mg P per dm? of soil irrigated with PWRO and WCA,
and this might have restricted the mycorrhizal activity in the herbaceous plants. Lower levels
of plant mycorrhization have been observed in soil which has high levels of available
nutrients, such as phosphorus (Propster and Johnson 2015). In addition, a high level of

exchangeable Na was detected in the soil belonging to the plots irrigated with PWSF, and
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according to various authors (Saint-Etienne et al. 2006; Guo and Gong 2014; Krishnamoorthy
et al. 2014; Bencherif 2015) the presence of Na reduces mycorrhizal colonization and can
affect plant growth and seed production.

The impact of irrigation with PWSF was shown in the morphotypes spore of AM fungal
communities in the soil. However, mycelium growth and the consequent AM fungi
sporulation are also affected by environmental conditions. In this research, the samples were
collected at the end of the rainy season, and the systems with humid soil can support only
small populations of AM fungi spores (Pagano et al. 2013; Sousa et al. 2014). The production
of glomerospores is characteristic of AM species of fungi (Stirmer and Siqueira 2011), and
can be affected by plants and other environmental factors, given that some types of activity,
such as systems which integrate crop cultivation and livestock-raising or which use direct
planting can lead to a reduction in AM fungi sporulation in the soil (Cordeiro et al. 2007).

The stage of herbaceous succession and the low levels of diversity of the plants observed
in the plots irrigated with PWSF could have been unfavourable for the proliferation of AM
fungi, where the grasses of the Poaceae family dominate the vegetation. In a more advanced
plant succession, a richer presence of AM fungi has been observed (Sousa et al. 2014), and in
the present research the diversity of plants and AM fungi was greater in plots irrigated with
PWRO and WCA, suggesting that the diversity of plants plays an important role in the
diversity and abundance of AM fungi.

Among the morphotypes spore of AM fungal communities of the ten fungus species
identified, four belong to the genus Acaulospora. The diversity of this genus can be linked to
the diversity of herbaceous plants and characteristics of the soil. Mafaziya and Madawala
(2015) also observed a greater frequency of spores from the Acaulospora genus and a larger
number of species from the Poaceae family in degraded areas. The frequency of some species
of the Acaulospora genus may be related to the pH of the soil (Stiirmer et al. 2006; Sheng et
al. 2008), given that in the present study there was a variation between pH 7.2 in soil irrigated
with PWRO and pH 7.8 in the plots which were given WCA. The conditions of the soil could
have favored the proliferation of some species, since the Acaulospora genus is usually
observed in periods of greater rainfall in both North and Southeastern Brazil (Caproni et al.
2003; Aidar et al. 2004). The saline stress of the soil can also be a limiting factor for the
proliferation of AM fungi. Certainly, factors such as the rhizosphere and floristic diversity
affect the proliferation of AM fungi in the soil, but this outcome may not be enough to
consider the specificity of herbaceous plants with Paraglomus sp. Some species, such as

Acaulospora sp.1 and Gigaspora margarita were absent when the soil was irrigated with
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PWSF, and the Gigaspora genus has frequently been observed in soils with low levels of
salinity (Bencherif et al. 2015).

Some other species of AM fungi, such as Acaulospora bireticulata, Ambispora fenica,
Racocetra castanea and Funneliformis geosporum were present in all the different plots,
indicating a possible adaptation to soil and local climate conditions. The diversity of AM
fungi and their symbiosis with plants may have affected the communities of dominant plants
in the area. Puschel et al. (2007) have shown that AM fungi interfere with the community
structure and vegetation succession. In this context, the most frequent fungal species could be
tested in future research involving the management of sunflower cultivation with residual
water.

With regard to glomalin, the protein fraction easily extractable from the soil decreased in
the following order: WCA > PWSF > PWRO. This protein fraction was more sensitive to the
irrigation treatment that that of total glomalin content in the soil. The reduction in both protein
fractions is evidence of the negative impact of produced water (PWSF and PWRO) on the
mycelium of AM fungi deposited in the soil. The low levels of the easily extractable protein
fraction, which was recently deposited in the soil and had not yet undergone biochemical
transformations (Wright et al. 1996), could be due to the presence of glutaraldehyde, a biocide
added during the industrial process when purifying produced water. This biocide can be
detected even after it has been treated with PWRO (0.198 mg/L) (Melo et al. 2010), and may
possibly affect the synthesis of glomalin and the spread of AM fungal mycelium in the soil.
This biocide acts on the metabolism of microbial cells (Leung 2001) and is used to prevent
the formation of bacterial film on the membranes used in water purification. During research
carried out in the same area as the present study, although with reference to the first
cultivation cycle of sunflowers, Lopes et al. (2014) also observed a reduction in the
proliferation of culturable bacteria and fungi in soil irrigated with PWRO. In addition,
glutaraldehyde alters the groups of mesofauna (Ferreira et al. 2015) which naturally feed on
the fungal mycelium and other microbes. This could have led to disequilibrium in the biota
and food web in soil irrigated with PWRO. The negative effect of PWSF irrigation on
glomalin could be due to the exchangeable Na in the soil. Na-salts have a negative impact on

the production of proteins related to glomalin (Krishnamoorthy et al. 2014).

5 Conclusions
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The diversity of herbaceous plants and arbuscular mycorrhizal fungi which succeed sunflower
cultivation is reduced to a greater degree when irrigation has been carried out using produced
water obtained by simple filtration than when irrigated with water from an aquifer.

The use of produced water which has been treated by reverse osmosis significantly
reduces, in the short term, the fraction of glomalin which is easily extractable from the soil.

Plants with an herbaceous component and AM fungi in the soil both react in different
ways to the stresses induced by irrigation with produced water. This leads to changes in the
structure of plant communities and functional groups of mycorrhizal fungi in agro-systems

irrigated with residual water.
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Table .1 Values of pH, organic carbon (OC) and nutrients from the soil (up to 0.1m depth),
after the cultivation of sunflowers irrigated with different types of water the Belém plantation,
in Aracati, Ceara (Brazil).

Irrigation treatment pH OC Ca Mg K Na P Cu Fe Mn Zn

g/kg mmol/cm3 mg/cm3
PWRO 7.20 530 25.10 13.80 2.20 2.00 240.50 4.20 6.80 25.50 3.20
PWSF 7.30 5.30 20.90 12.70 2.40 6.30 206.60 3.80 4.80 25.30 3.20
WCA 7.80 6.20 20.80 21.10 2.10 3.00 241.70 490 7.00 38.00 4.70

Produced water treated by simple filtration (PWSF) and by reverse osmosis (PWRO), and
groundwater from Acu Aquifer (WCA).
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Table .2 Populations of communities of herbaceous plants after the cultivation of sunflowers
irrigated with different types of water on the Belém plantation, Aracati, Ceard.

Irrigation treatment

PWS

PWRO £ WCA
E,che Family/ Species Indi- Indi- Indi-
viduals F (%) vidu- F (%) viduals F (%)
als

Aizoaceae

56092 Trianthema portulacastrum (L.) 0.00 0.00 0.00 0.00 9.00 1.04
Amaranthaceae

56103 Froelichia humboldtiana (Schult.) Seub. 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.12
Convolvulaceae

56100 Merremia aegyptia (L.) Urb. 7.00 1.89 0.00 0.00 3.00 0.35
Euphobiaceae

56094 Croton hirtus (L.) 61.00 16.44 0.00 0.00 0.00 0.00

56097 Croton glandulosus (L.) 10.00 2.70 1.00 0.09 16.00 1.84

56086 Jatropha ribifolia (Pohl) Baill. 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00 0.12
Fabaceae

56095 Mimosa candole R.Grether 1.00 0.27 0.00 0.00 1.00 0.12

56084 Tephrosia purpurea (L.) Pers. subesp. purpurea.  0.00  0.00 0.00 0.00 1.00 0.12
Malvaceae

56106 Waltheria americana (L.) 25.00 6.74 4.00 0.35 19.00 2.19

56099 Pavonia cancellata (L.) Cav. 0.00 0.00 0.00 0.00 7.00 0.81

56087 Herissanthia tiubae (R.Schum.) Brizicky. 1.00 0.27 0.00 0.00 0.00 0.00
Moluginaceae

56107 Mollugo verticilata (L.) 20.00 539 12.00 1.04 48.00 5.52
Nyctaginaceae

56098 Boerhavia difusa Cham. & Schitdl. 0.00 0.00 1.00 0.09 4.00 0.46
Poaceae

56105 Dactyloctenium aegyptium (L.) Willd. 212.00 57.14 1130 98.26 495.00 56.96

56108 gﬁg{t‘_’“is tenella (L) P.Beauv. ex Roem. & 1600 431 200 017 25800 29.69

56102 Panicum sp. 6.0.00 162 0.00 0.0 0.00 0.00
Rubiaceae

56109 Borreria scabiosoides Cham. & Schitdl. 4,00 1.08 0.00 0.00 6.00 0.69

56090 g:e(:s?;:z apiculata (Willd ex. Roem. & Schuldt.) 800 216 000 0.00 0.00 0.00
Total 371 1150 869

Produced water treated by simple filtration (PWSF) and by reverse osmosis (PWRO), and
groundwater from Acu Aquifer (WCA). Frequency (F) = 100 (Number of individuals of the
species/ Total individuals of the plot). Code EAC= voucher specimen.
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Table .3 Arbuscular mycorrhizal colonization rates of frequent herbaceous plants in the ex-
perimental plots previously cultivated with sunflowers which had been irrigated with different
types of water on the Belém plantation, Aracati, Ceara.

Irrigation
treatment Plants
Dactyloctenium Waltheria Mollugo Eragrostis
aegyptium americana verticilata tenella
PWRO 28.00 ns 34.80 ns 14.20 ns 16.20 ns
PWSF 30.50 ns 19.50 ns 15.70 ns 11.70 ns
WCA 22.10 ns 35.80 ns 13.30 ns 20.00 ns

Produced water treated by simple filtration (PWSF) and by reverse osmosis (PWRO), and
groundwater from Acu Aquifer (WCA). Root colonization rates were transformed into arc
sine (x+1/100)°°. Means followed by the same letter on the line do not differ by 5% Tukey
test.
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Table .4 Populations of morphotypes spore of AM fungal communities in the soil (n® per 100
g dry soil) and frequency (F, %) of species and families following cultivation of sunflowers
irrigated with different types of water on the Belém plantation, Aracati, Ceara.

Irrigation treatment

PWRO PWSF WCA
Family/ Species Fungal F  Fungal F Fungal F

spores (%) spores (%) spores (%)
Acaulosporaceae
Acaulospora aff. bireticulata F.M. 4600 830 1900 720 4300 7.72
Rothwell & Trappe
C&;‘l‘(':fpora aff. excavata Ingleby & = 539 5y 4330 151.00 57.00 000  0.00
Acaulospora sp.1 32.00 580 0.00 0.00 227.00 40.75
Acaulospora sp.2 0.00 0.00 0.00 0.00 98.00 17.59
Ambisporaceae
Ambispora fennica C. Walker, Vestberg o, 5y 400 1200 450 3400 6.0
& A. Schililer
Diversisporaceae
Diversispora aurentium (Blaszk.,
Blanke, Renker & Buscot) C. Walker & 53.00 9.60 56.00 21.10 48.00 8.62
Schiipler
Gigasporaceae
Gigaspora margarita Becker & Hall 68.00 12.30 0.00 0.00 3500 6.28
Racocetra castanea (C. Walker) Oehl,
F A Souza & Sieverd 28.00 510 2200 830 3500 6.28
Glomeraceae
Funneliformis geosporum (Nicol. &
Gerd.) Walker & A. SchiiBler 3200 580 500 190 3700 6.64
Paraglomeraceae
Paraglomus sp. 3200 580 0.00 0.00 0.00 0.00
Total 552.00 265.00 557.00

Produced water treated by simple filtration (PWSF) and by reverse osmosis (PWRO), and
groundwater from Acu Aquifer (WCA). Fungal spores represent the sum of three composite

soil samples.
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Table .5 Levels of proteins related to total glomalin (GRSP-TG) and easily-extractable
glomalin (GRSP-EEGQG) in the soil, following the cultivation of sunflowers irrigated with dif-
ferent types of water on the Belém plantation, Aracati, Ceara.

. . Irrigation treatment
Variables Unit

PWRO PWSF WCA
PCRG-T mg g™ dry soil 1.07b 0.94b 1.40 a
PCRG-F mg g dry soil 0.28 ¢ 0.45b 0.63a

Produced water treated by simple filtration (PWSF) and by reverse osmosis (PWRO), and
groundwater from Acgu Aquifer (WCA). Means followed by the same letter on the line do not
differ by 5% Tukey test.
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Figure .1 Abundance and richness of herbaceous plants in succession to irrigated sunflower crop with
produced water treated by reverse osmosis (PWRO), produced water obtained through simple
filtration (PWSF), and groundwater from Acu Aquifer (WCA). Identical letters indicate that the
treatments were not significantly different (p <5%).
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Figure .2 Abundance and richness of morphotypes spore of AM fungal communities in succession to
irrigated sunflower crop with produced water treated by reverse osmosis (PWRO), produced water
obtained through simple filtration (PWSF), and groundwater from Acu Aquifer (WCA). Identical

letters indicate that the treatments were not significantly different (p <5%).



