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RESUMO

Sistemas agroflorestais se apresentam como alternativa @ monocultura agricola, por serem
mais sustentaveis. Dentre suas vantagens, destaca-se o grande aporte de serapilheira sobre o
solo que contribui para adicdo de matéria organica, contribuindo com aumento da diversidade
e a atividade de microrganismos no solo, fertilidade e produtividade. Os fungos s&o
importantes componentes da microbiota do solo e sdo fundamentais para a manutengéo e o
funcionamento de solos por participarem da ciclagem da matéria organica. Assim, o objetivo
desse trabalho foi estudar a dindmica da serapilheira em sistema agroflorestal e seu efeito
sobre a estrutura e funcdo da comunidade de fungos filamentosos no solo desse sistema de
cultivo. Foram coletados mensalmente dados de serapilheira total produzida e trimestralmente
de serapilheira total acumulada no solo, durante trés anos de pesquisa. Foi estimada a taxa de
decomposicéo, pela relacdo entre o material produzido e acumulado, e a velocidade de
decomposicdo foi determinada com o uso de litterbags. Foram também realizadas oito coletas
de solo a cada trés meses. As amostras de solo foram submetidas a analise quimica,
isolamento de fungos pela técnica da diluicdo seriada, analise molecular da comunidade de
fungos filamentosos pela técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)
e andlise da evolucdo do CO,. Por meio dos dados obtidos no isolamento foi determinada a
densidade, diversidade, riqueza, equitabilidade, dominancia e aplicados modelos hipotéticos
de distribuicdo de abundancia das espécies. A producdo média anual de serapilheira foi de
8.383 kg.ha™! e a média anual de serapilheira acumulada foi 6.320 kg.ha™. A taxa média anual
de decomposicdo da serapilheira foi estimada em 1,41. A respiracdo microbiana néo
apresentou diferenca estatistica entre os periodos avaliados. Foi constatado que o processo de
decomposicdo da serapilheira é lento, apresentando perdas mais significativas nos trés
primeiros meses. Foram identificadas 110 espécies de fungos, sendo a maioria saprobios e
algumas espécies que também s@o potenciais antagonistas de organismos fitopatogenos. O
modelo serie logaritmica foi o que melhor representou a comunidade. A diversidade e a
riqueza foram altas, permanecendo sem grandes varia¢fes durante o periodo avaliado, porém
a estrutura da comunidade sofre mudancas durante o processo de decomposi¢édo da
serapilheira. O sistema agroflorestal apresenta dinamica de serapilheira dentro da faixa
esperada para florestas tropicais, particularmente semelhante a de Mata Atlantica,
influenciada pela precipitacdo pluviométrica, sendo maior nas estagdes de estiagem.

Palavras Chaves: Liteira. Micobiota de Solo. Agrofloresta.



ABSTRACT

Agroforestry systems are an alternative to monoculture crops as they are recognized as
models of sustainable soils using. They have greater input of litter on the soil which
contributes to addition of organic matter, to increased diversity and microbial activity in the
soil, fertility and productivity. Fungi are major components of soil microbial communities and
are fundamental to the maintenance and functioning of land for participating in the cycling
organic matter. The objective of this work was to study the litter dynamics in agroforestry
system and its effect on the structure and function of soil fungi community. During three
years of research, were sampled monthly litter fall and quarterly accumulation litter. Annual
decomposition were also estimated by the ratio produced:accumulation litter. The rate of
decomposition was determined using litterbags. Quarterly soil collections were carried out,
totaling from eight samples. Soil samples were submitted to chemical analysis, isolation of
fungi by the technique of serial dilutions, molecular analysis of filamentous fungi community
by gel electrophoresis in denaturing gradient (DGGE) and analysis of the evolution of CO..
Using data obtained in the isolation was determined the density, diversity, richness, evenness,
dominance and applied hypothetical models of distribution of species abundance. The average
annual litter fall was 8,383 kg ha-1 and the average annual accumulation litter was 6,320 kg
ha-1. The average annual rate of decomposition of litter was estimated at 1.41. Microbial
respiration rates was not significant between the periods. Has been found that litter
decomposition process is slow, with more significant loss in the first three months. 110
species of fungi have been identified, most saprobes, and some species that are also potential
antagonists of plant pathogens organisms. The log-series model was the better fitted the
community. The diversity and the richness were high, remaining without major changes
during the study period, but the community structure undergoes changes during the process of
decomposition of litter. This study showed that the agroforestry system presents litterfall and
litter accumulation in the expected range for tropical forests, and particularly similar to the
Atlantic Forest, which is influenced by rainfall.

Key Words: Leaf litter. Soil Mycobiota. Agroforestry.
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1 INTRODUCAO

A agricultura é uma atividade que, dependendo da forma de manejo e das culturas
escolhidas, pode modificar significativamente as quantidades e disponibilidade de elementos
quimicos no solo, suas propriedades fisicas e ainda seus componentes bioldgicos. Em solos de
regides tropicais, a remocéao da vegetacdo nativa para a introducédo de cultivos convencionais
(monoculturas), altera a composicdo de espécies vegetais, 0s niveis de matéria organica e de
nutrientes, bem como a estrutura da comunidade microbiana do solo (TOTOLA; CHAER,
2002). Segundo Lal (2004) e Ajayi (2007), o esgotamento de nutrientes e de matéria organica
do solo é uma séria ameaca para a producdo agricola e seguranca alimentar em muitos paises
tropicais.

Sistemas agroflorestais (SAFs) sdo preconizados como alternativa a monocultura
agricola, por serem reconhecidamente modelos de exploracdo de solos que minimizam o
efeito antrdpico, preservam e potencializam as relacdes ecoldgicas dos componentes do
sistema, e por isso, sdo considerados como importante alternativa de uso sustentavel do
ecossistema tropical iumido (JOSE, 2012; COSTA et al. 2012). Uma das vantagens mais
conhecidas da agrofloresta é o seu potencial para conservar o solo e manter sua fertilidade e
produtividade. O dossel formado pela diversidade de espécies vegetais proporciona cobertura
do solo através da deposicdo de camada densa de matéria organica, conhecida como
serapilheira, gerada continuamente pela queda de folhas e ramos das diferentes culturas.

A principal fungdo da serapilheira é de atuar na superficie do solo como um sistema de
entrada e saida de nutrientes. Vindo da vegetacdo, o material organico acumulado é
decomposto pelos microrganismos, resultando na transferéncia de nutrientes para o solo e,
posteriormente, parte deles para as plantas, suprindo o solo e as raizes com nutrientes. Assim,
essa matéria organica contribui com o estabelecimento e/ou manutencéo da fertilidade do solo
(POWERS et al., 2009).

Em sistemas naturais e agricolas, a serapilheira atua como principal responsavel na
formacdo da matéria orgénica e fertilidade do solo por meio da agdo decompositora de
microrganismos. A composi¢do e qualidade da serapilheira influenciam na diversidade e
organizacéo de diferentes grupos microbianos que irdo atuar em diferentes tipos de substratos.
Diferentes relacbes de carbono/nitrogénio, teores de lignina e outros, irdo interferir
significativamente nessa composicdo, pois cada material sera preferencialmente decomposto

por um grupo diferente de microrganismos (COTRUFO et al., 2013).
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Dentre 0os microrganismos que atuam no processo de decomposicdo da serapilheira
destacam-se os fungos como importantes componentes da microbiota do solo. Os fungos
representam de 70 a 80% da biomassa microbiana do solo devido ao expressivo diametro e
extensa malha de seus filamentos e sua ocorréncia estd condicionada a fatores como pH,
umidade e quantidade de matéria organica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Foi estimado
que 30% da diversidade de fungos habitantes do solo j& sdo conhecidos (GAMS, 2007).

Os fungos atuam nos processos de mineralizacdo e, particularmente, na degradacédo de
materiais recalcitrantes, como a lignina e celulose. Além disso, acredita-se que os fungos séo
mais eficientes na utilizacdo do substrato de carbono disponivel, sendo os decompositores
dominantes nos estagios iniciais da degradacdo da serapilheira (BLAGODASKAYA,
ANDERSON, 1998).

A organizacdo e o funcionamento das comunidades flngicas governam as
transformacdes bioquimicas que ocorrem no solo e sdo fundamentais para o desenvolvimento
e manutencdo de praticas agricolas sustentaveis, as quais podem contribuir para a alteracdo da
disponibilidade de nutrientes e elementos toxicos no solo, como também para a alteracdo dos
atributos quimicos dos solos (GARBEVA et al., 2004; GOMES et al., 2003; LAMBAIS et al.,
2005).

Neste trabalho foi admitida a hipétese de que a presenga do componente arboéreo e da
grande diversidade de plantas encontradas no sistema agroflorestal contribui para uma alta
producdo de serapilheira, com altas taxas de ciclagem de nutrientes, semelhante a encontrada
em florestas tropicais e que a dindmica de serapilheira influencia na diversidade de fungos
filamentosos em solo de sistema agroflorestal. Assim, o objetivo desse trabalho foi estudar a
dindmica da serapilheira em um sistema agroflorestal e seu efeito sobre a estrutura e fungéo

da comunidade de fungos filamentosos no solo desse sistema de cultivo.



Costa, Phelipe M. O. — Dindmica de serapilheira e diversidade de fungo... 13

2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Sistemas Agroflorestais

No Brasil, o crescimento da producdo agricola se deu até a década de 50 motivado,
basicamente, pela expansdo das areas cultivaveis. A partir da década de 60, a agricultura
brasileira passou por transformacfes em suas bases técnicas, incorporando pacote
tecnoldgico, visando o seu crescimento e modernizacdo (NEVES et al., 2004).

O pacote tecnoldgico introduzido pela Revolucdo Verde consistiu em inovagbes que
foram propostas e implementadas em paises mais desenvolvidos ap6s o término da Segunda
Guerra Mundial, cuja meta era 0 aumento da producéo agricola por meio de um conjunto de
estratégias e inovacgdes tecnoldgicas que incluiam o uso intensivo de insumos quimicos e
agrotoxicos no controle de doengas e pragas, variedades geneticamente melhoradas de alto
rendimento, irrigacdo, desenvolvimento de pesquisas em sementes, fertilizacdo de solos e
mecanizacdo no campo (ANDRADES; GINIMI, 2007).

As inovacdes tecnoldgicas presentes no campo, tanto quimicas quanto mecanicas,
demandaram extensos investimentos em capital, ocasionando grandes transformacoes
ambientais e sociais. 1sso contribuiu para a degradacdo ambiental e o enfraquecimento da
agricultura familiar como empreendimento econémico, principalmente pela dependéncia das
monoculturas de insumos externos (NEVES et al., 2004).

Em funcdo das préaticas empregadas, da area que ocupa e da forma que expande suas
fronteiras, este modelo de agricultura, sustentado pelo uso constante de insumos industriais, é
considerado uma das mais impactantes atividades humanas no meio ambiente. O resultado
desta abordagem é um sistema de agricultura que apresenta grande dificuldade de manter a
qualidade ambiental, os recursos naturais, a seguranca alimentar e a qualidade de vida rural
(GLIESSMANN, 2005).

As préticas agricolas adotadas na agricultura convencional muitas vezes ocasionam
diminuicdo continua da qualidade do solo, resultando em queda da fertilidade, sendo
dependentes de insumos externos para garantir a produtividade. Assim, a busca por
alternativas econémicas para o desenvolvimento da producdo de alimentos, utilizando
sistemas menos impactantes, é de fundamental importancia para a preservacdo do ambiente.
Diante disso, sistemas agroflorestais (SAFs) se apresentam como alternativa vidvel para
amenizar os danos causados pela agricultura convencional, recuperando e/ou mantendo a

qualidade ambiental e as vantagens econdmicas do agroecossistema (GASCON et al., 2004).
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Sistemas agroflorestais ou agroflorestas (SAFs) podem ser definidos como sistema
sustentavel de uso da terra, que favorecem a obtencdo de beneficios das interacbes ecoldgicas
e econbmicas, e que combinam de maneira simultinea ou em sequéncia, a producdo de
cultivos agricolas com plantacdes de arvores frutiferas ou florestais e/ou animais, utilizando a
mesma unidade de terra e aplicando técnicas de manejo que sdao compativeis com as préaticas
culturais da populacdo local (MACDICKEN; VERGARA, 1990).

Os SAFs tém sido classificados de diferentes formas, segundo sua estrutura no espago,
seu desenho através do tempo, a importancia relativa e a funcao dos diferentes componentes,
assim como o0s objetivos da producdo e suas caracteristicas sociais e econdmicas. Na
classificacdo de uso mais difundida, procura-se considerar 0s aspectos funcionais e estruturais
como base para agrupar estes sistemas em categorias (MAY et al., 2008):

o Silviagricolas: caracterizados pela combinacdo de arvores, arbustos ou
palmeiras com espécies agricolas.

o Silvipastoris: caracterizados pela combinacdo de arvores, arbustos ou
palmeiras com plantas forrageiras herbaceas e animais.

o Agrossilvipastoris: caracterizados pela criacdo e manejo de animais em
consorcios silviagricolas, por exemplo: criacdo de porcos em agroflorestas ou, ainda: um
quintal com frutiferas, hortalicas e galinhas.

Estes sistemas tém como objetivo o cultivo de diferentes espécies vegetais com
diferentes propdsitos, criando diferentes estratos vegetais (multiestratificados), buscando a
maior aproximacdo fitossocioldgica dos ambientes florestais nos quais as arvores e/ou 0S
arbustos, pela influéncia que exercem no processo de ciclagem de nutrientes e no
aproveitamento da energia solar, sdo considerados os elementos estruturais basicos e a chave
para a estabilidade do sistema (MARTIUS et al., 2004).

Resultados de pesquisas demonstram que os Sistemas Agroflorestais sdo de grande
aplicabilidade em areas com atividades agricola e pecuaria. Véarios autores indicam 0s
Sistemas Agroflorestais como alternativa viavel para areas desmatadas e degradadas em
diferentes ecossistemas (ARATO et al., 2003; FAVERO et al., 2008; PINHO et al., 2012;
JOSE, 2012). Através deles é realizado um melhor aproveitamento dos diferentes estratos da
vegetacdo obtendo-se com isso, melhor diversificagdo da producdo, do uso da terra, da méo-
de-obra, da renda e da producdo de servicos ambientais. Os SAFs também se apresentam
como eficientes reservatorios de carbono (NAIR et al., 2009) e se constituem em fonte

renovavel de energia, além de se prestarem a recuperacao de solos degradados.
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Segundo Jose (2009; 2012), sistemas agroflorestais sd@o considerados, ainda, como
promotores da sustentabilidade ambiental por ajudarem na preservagdo da fauna e da flora,
fixacdo bioldgica de nitrogénio e ciclagem de nutrientes. Também se considera que a adogéo
desses sistemas em solos anteriormente cultivados sob manejo ndo conservacionista pode
resultar no estabelecimento de um novo estado de equilibrio no ambiente solo, observado pela
melhoria de indicadores biolégicos. Além disso, a implantacdo de SAFs pode transformar de
forma benéfica a vegetacdo da area utilizada, melhorando a dindmica da serapilheira, a
fertilidade do solo (PENEIREIRO, 1999).

Muitos beneficios sdo atribuidos a utilizacdo dos SAFs, tais como: melhoria do ciclo
dos nutrientes (BIJAYALAXMI; YADAVA, 2010); incremento das populagdes microbianas
e conteudos matéria organica do solo (COSTA et al., 2012; SOUZA et al., 2012); reducao da
populacdo de plantas invasoras pelo aumento da serapilheira (RICCI et al., 2008); reducéo de
perdas de nutrientes causado pela ativagcdo biomassa (MONTAGNINI; NAIR, 2004; MUTUO
et al., 2005); reducdo do escoamento superficial e aumento da infiltracdo de 4gua (AGUIAR
et al., 2010; BARRETO et al., 2011); reducédo da erosdo (FRANCO et al., 2002; AGUIAR et
al., 2010); e aporte de nutrientes (DAWOE et al., 2010).

Segundo Jose (2012), os sistemas agroflorestais apresentam cinco importantes papéis
na conservacdo da biodiversidade: (1) fornece diversos habitats para espécies que podem
tolerar certo nivel de perturbacdo; (2) auxilia na preservacdo do germoplasma de espécies
sensiveis; (3) minimiza os efeitos negativos causados pela conversdao do habitat natural, por
fornecer uma alternativa mais produtiva e sustentavel para sistemas agricolas tradicionais; (4)
pode funcionar como corredores ecoldgicos, dando suporte a integridade destes
remanescentes florestais, ajudando na conservagéo da flora e fauna; (5) ajuda a conservar a
diversidade bioldgica.

De um modo geral, os SAFs apresentam diversificacdo da producgéo, diminuindo os
efeitos da sazonalidade, incremento dos niveis da matéria organica no solo, fixagdo bioldgica
do nitrogénio atmosférico, ciclagem de nutrientes, modificacdo do microclima e otimizacao
do sistema de producdo, tendo em vista o conceito de producéo sustentavel.

Uma das vantagens mais conhecidas das agroflorestas é o seu potencial para conservar
0 solo e manter sua fertilidade e produtividade (ALTIERI, 2002). O dossel formado pela
diversidade de especies vegetais proporciona melhor controle de temperatura, da umidade
relativa do ar e da umidade do solo. Em &reas sem a presenca do dossel (areas abertas), estes
fatores climéaticos apresentam grandes alteragdes. A presenca do componente arboreo
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contribui para regular a temperatura do ar, reduzindo sua variagdo ao longo do dia e, tornando
0 ambiente mais estavel, trazendo beneficios aos organismos que compdem estes sistemas.

Também ¢é relevante a contribuicdo que o componente arbdreo presente nos Sistemas
Agroflorestais, exercem sobre a temperatura do solo, que se torna menor no interior das
agroflorestas. Esta condicdo é conseguida pela presencga do estrato arboreo e da serapilheira
que cobre o solo através da deposicdo de camada densa de matéria organica, gerada
continuamente pela queda de folhas e ramos das diferentes culturas (ARATO et al., 2003;
CORREA et al., 2006). Assim, a serapilheira aumenta a protecdo do solo contra a eroséo,
diminui o escorrimento superficial da agua de chuva, aumentando o seu tempo de infiltracdo e
contribuindo para reducéo da lixiviagcdo do solo. Como consequéncia, ocorre a melhora das
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas do solo (ARAUJO et al., 2012; FIALHO et al.,
2013).

A modificagdo do microclima se reflete sobre o balanco hidrico do solo, contribuindo
para a elevagcdo da umidade disponivel para as plantas sob a copa das &rvores. Em regides
semiaridas, onde a baixa disponibilidade de 4gua é um dos principais fatores limitantes da
producdo agricola, os SAFs podem amenizar os efeitos da evaporacdo devido aos residuos
vegetais depositados na superficie do solo, mantendo a umidade do solo em niveis mais
elevados por um maior periodo (KINAMA et al., 2005).

O maior teor de umidade no solo favorece a atividade microbiana, resultando em
aceleracdo da decomposicdo da matéria organica e possibilitando o aumento da sua
mineralizacdo. A atividade e o montante populacional dos microrganismos no solo estdo
diretamente relacionados com o volume de material orgénico disponivel, que constitui uma
das principais fontes de energia para esses organismos (NANNIPIERI et al., 2003)). Em
sistemas agroflorestais a compreenséo das fungdes ecoldgicas do sistema solo-planta é parte

essencial para se estabelecer o manejo adequado da dindmica de nutrientes.

2.2 Serapilheira

A serapilheira compreende a camada mais superficial do solo e é formada por
fragmentos organicos de origem vegetal (folhas, galhos, estruturas reprodutivas e miscelanea)
e animal que caem por diversos processos, se depositam e se acumulam sobre os solos,
exercendo inumeras fungdes para o equilibrio e dindmica dos sistemas naturais. As folhas
constituem a mais importante fracdo do material orgénico deciduo. Essa afirmativa confirma
os resultados obtidos por Vital et al. (2004), Tapia-Coral et al., (2005) e Dawoe et al., (2010).
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A variacdo da quantidade de serapilheira acumulada no solo é resultante do estado
sucessional em que o ecossistema se encontra, esta pode ser maior ou menor que a quantidade
depositada anualmente em funcdo da decomposicdo (GAMA-RODRIGUES et al., 2003;
PARSONS et al., 2014). A principal funcdo da serapilheira € de atuar na superficie do solo
como um sistema de entrada e saida de nutrientes. Vindo da vegetacdo, o material organico
acumulado é decomposto pelos microrganismos, resultando na transferéncia de nutrientes
para o0 solo e, posteriormente, parte deles para as plantas, suprindo o solo e as raizes com
nutrientes. Assim, essa matéria organica contribui com o estabelecimento e/ou manutencéao da
fertilidade do solo (GRACA et al. 2005; XIONG et al., 2008).

A producéo da serapilheira é condicionada por fatores bidticos e abioticos tais como:
tipo de vegetacdo e estagio sucessional; altitude e latitude; precipitacdo; temperatura; regimes
de luminosidade; relevo; deciduosidade da espécie; disponibilidade hidrica e caracteristicas
do solo (fatores fisicos, quimicos e biolGgicos); caracteristicas genéticas das espécies
vegetais; idade e densidade de plantio. Dependendo das caracteristicas de cada ecossistema,
um determinado fator pode prevalecer sobre os demais (BELLOTI et al., 2008;
FIGUEIREDO FILHO et al., 2003).

Das variaveis climaticas, a precipitacdo e radiacdo solar sdo as que exercem maior
influéncia na formacéo da serapilheira, sendo fatores limitantes para producdo de serapilheira
em florestas tropicais (ZHANG et al., 2014). Hoppe et al. (2006) ainda relaciona outros
fatores, como a umidade e a disponibilidade de nutrientes do solo, o teor de carbono no ar, as
doengas e as pragas.

A composicdo da vegetacdo de um determinado sistema influencia na producéo,
qualidade e composicdo da serapilheira, uma vez que cada espécie botanica constituinte
apresenta fatores fisiolégicos internos caracteristicos como: idade, estrutura e disposi¢cdo das
folhas; teor de clorofila; acumulo de carboidratos e distribuicdo e comportamento dos
estomatos (YADAV et al., 2008; PIMENTA et al., 2011). Esses fatores resultam em padrdes
diferenciados de producédo de serapilheira, ou seja, as quantidades de serapilheira depositadas
nos ecossistemas diferem entre si, assim como as propor¢des das fracdes que irdo constitui-la.

A producéo de serapilheira também varia de acordo com o grau de perturbacdo em que
se encontra 0 sistema. Areas mais perturbadas apresentam um numero muito elevado de
especies pioneiras que tém um crescimento rapido, ciclo de vida mais curto, investindo na
producdo de biomassa em um curto tempo (MARTINS; RODRIGUES, 1999). Por outro lado,
as areas menos perturbadas possuem um pequeno ndmero de espécies pioneiras, apresentando

menor producdo liquida de biomassa. Segundo Selle (2007), em ecossistemas florestais a
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producdo de serapilheira é um processo dindmico e continuo no decorrer do ano, constituindo
a principal fonte de nutrientes para a manutencdo da vegetacdo, sendo que a quantidade
produzida nas diferentes épocas depende do tipo de vegetacdo considerada. Corréa et al.,
(2006) encontrou diferencas significativas entre a producao anual de serapilheira de espécies
de um sistema agroflorestal e vegetacdo natural, sendo que a maior velocidade de
decomposic¢do da serapilheira ocorreu na area de vegetacao natural.

A degradacdo acelerada que os ecossistemas florestais vém sofrendo e,
principalmente, em decorréncia da conversdo de areas de florestas para a implantacdo de
sistemas agricolas convencionais e de pecuéria. A intensificagdo da producéo agricola trouxe
grandes custos ambientais e sociais. Em relacdo a questdo ambiental, este modelo provoca
perda da biodiversidade; degradacdo dos solos; escassez de dgua e energia; e contaminacédo
toxica; e principalmente problemas de perda de agua e solo por eroséo, além de menor aporte
de nutrientes, devido a falta de protecdo e cobertura de serapilheira (NEVES et al., 2004).

Desta forma, os sistemas agroflorestais sdo preconizados como alternativa a
monocultura agricola, por serem reconhecidamente modelos de exploracéo de solos que mais
se aproximam, no aspecto ecoldgico, de floresta natural e que, por isso, sdo considerados
como importante alternativa de uso sustentavel do ecossistema tropical imido (JOSE, 2012).
Esses sistemas tém como principio a sucessdo natural de espécies (vegetais e animais) e 0
consorciamento entre espécies vegetais florestais e frutiferas nativas e/ou exoticas com
culturas de ciclo médio e longo, buscando formar um sistema produtivo com estrutura,
composicdo e funcionamento semelhantes a vegetacdo natural local, cuja dindmica leva ao
restabelecimento das fun¢des ambientais e ao aumento da biodiversidade (ALTIERI, 2002).

O grande aporte de serapilheira e nutrientes aos solos dos sistemas agroflorestais é
produto da alta diversidade vegetal, incluindo seu componente arbdreo. As arvores
especialmente influenciam na quantidade e disponibilidade de nutrientes na zona de absorc¢ao
radicular das culturas associadas, pois suas raizes profundas podem interceptar os nutrientes
lixiviados acumulados no subsolo, geralmente distantes da zona de absorcdo radicular das
culturas, e retorna-los a superficie na forma de serapilheira (ANDRADE et al., 2003).

Alguns trabalhos avaliaram a producdo de serapilheira em sistemas agroflorestais
implantados em Florestas Tropicais brasileiras. Arato et al. (2003), avaliando a dindmica de
serapilheira em sistema agroflorestal implantado a 10 anos para recuperacdo de area
degradada, estimaram a producdo anual de serapilheira em 10.165,13 kg/ha, apresentando
coeficiente de decomposicdo (K) de 1,17 e o tempo necessario para o desaparecimento de

50% da serapilheira foi estimado em 215 dias. Estes resultados sdo semelhantes aos
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encontrados por Vital et al. (2004) em florestas estacionais semideciduais da Regido Sudeste
do Brasil, mostrando que o sistema vem se comportando como uma floresta nativa em termos
de dindmica da serapilheira. Martius et al. (2004) avaliaram a sustentabilidade dos sistemas
agroflorestais na Amazonia a partir da dinamica e decomposicéo da serapilheira. A producao
de serapilheira foi medida em quatro areas na Amazonia central: uma floresta primaria,
floresta secundaria (13 anos), e duas areas de sistema de policultivo. A producdo média anual
de serapilheira em floresta priméria (imperturbavel) foi 8.400 kg ha™ a*, semelhante a uma
das areas de policultivo (8.300 kg ha™ a™*), porém menor que a floresta secundéria (7.400 kg
ha™ a™) e no segundo local de policultura (6.500 kg ha™® y*).

A avaliacdo do aporte de nutrientes via serapilheira faz parte do estudo de ciclagem de
nutrientes, a que se refere como sendo a transferéncia continua de nutrientes que estdo
presentes dentro de um sistema solo-planta (GRACA et al., 2005). A elevada taxa de
decomposicdo da serapilheira indica favorecimento da rapida liberacdo e consequente
reaproveitamento dos nutrientes por parte do sistema radicular da vegetacdo do sistema
agroflorestal (BIJAYALAXMI; YADAVA, 2010). No sistema solo-planta os nutrientes estdo
em estado de transferéncia continuo e dindmico em que as plantas retiram os nutrientes do
solo e 0s usam nos seus processos metabolicos, retornando-os para o solo naturalmente como
liteira, em sistema sem manejo, ou através de poda em alguns sistemas agroflorestais, ou
através da senescéncia das raizes.

Vaérios estudos tém sido realizados para verificar alguns aspectos da ciclagem de
nutrientes em florestas naturais e implantadas, quanto a producdo e decomposicdo de
serapilheira, tais como Sanches et al. (2008); Celentano et al. (2010); Sousa Neto et al. (2011)
e Zhang et al. (2014). Mostraram que a producdo de serapilheira apresenta sazonalidade e é
influenciada principalmente pela pluviosidade. Estes autores encontraram producdo média
anual acima de 5.000 kg ha™ a™.

A producdo de serapilheira no sistema agroflorestal corresponde a faixa de producao
de florestas tropicais, listadas por Brown e Lugo (1982), entre 1.000 e 15.300 kg.ha™. Em
recente revisdo Zhang et al. (2014) indicam que a produgdo média para florestas tropicais € de
7.000 kg ha* y*. Resultados semelhantes foram encontrados na Bacia Amazonica Brasileira
por Sanches et al. (2008); na Mata Atlantica por Sousa Neto et al. (2011) e em floresta
tropical de encosta na Costa Rica por Celentano et al. (2010).

A manutencdo dos sistemas naturais ou agroflorestais depende da ciclagem de
nutrientes via produgdo e decomposicdo da serapilheira, sendo essencial na restauracdo da

fertilidade do solo em areas em inicio de sucessdo ecologica (SCORIZA et al., 2012).
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Portanto, a velocidade com que esses nutrientes presentes no solo véo ser reciclados vai
influenciar diretamente na produtividade priméria do sistema.

Para Souza e Davide (2001), o conhecimento do processo de ciclagem é de grande
importancia ndo sé para o entendimento do funcionamento dos ecossistemas, mas também na
busca de informacgfes para o estabelecimento de praticas de manejo florestal para recuperagdo
de areas degradadas e manutencdo da produtividade do sitio degradado em recuperagdo. No
entanto, de maior relevancia do que a simples acumulacdo quantitativa é o processo de
mineralizacdo do material organico, responsavel pela liberacdo de nutrientes para o solo.

No estudo da ciclagem de nutrientes em diversos ecossistemas, um dos métodos
utilizados para estimar a decomposicdo da camada de serapilheira é a determinacdo do valor
K, que é a relacdo entre a quantidade de material que cai do dossel e a que estad depositada
sobre 0 solo (SCORIZA et al., 2012). A velocidade da decomposicdo varia dependendo de
diversos fatores, entre eles latitude, altitude e tipo de cobertura vegetal.

As fragOes da serapilheira possuem diferentes constituiches e estruturas, assim a
velocidade da decomposicdo total da serapilheira dependera da proporcdo das diferentes
fracdes (CIANCIARUSO et al., 2006). Berg (2000) mostrou que a decomposicdo da
serapilheira é regulada pelos teores de lignina, polifendis, celulose, carbono, nitrogénio,
fésforo e enxofre constituintes dos materiais vegetais que a compde. Altas concentracdes de
lignina, celulose e polifendis conferem uma taxa de decomposi¢cdo mais lenta, com maior
acumulo de serapilheira e menor liberacdo de nutrientes ao solo.

Diferentes coberturas vegetais presentes no solo podem formar serapilheira em
quantidade e qualidades diferentes, o que resultard& em diferencas no solo. Assim, a
organizacdo homogénea ou heterogénea do sistema florestal ou agroflorestal ira conferir a
serapilheira uma diversidade de residuos que ird determinar uma maior diversidade de nichos
para a comunidade de decompositores a ela associados. A quantidade de serapilheira e seu
conteudo de nutrientes, que sdo aportados ao solo pela vegetacdo, irdo refletir na capacidade
produtiva do solo e no seu potencial de recuperacdo ambiental, tendo em vista as
modificacfes que irdo ocorrer nas caracteristicas quimicas do solo e, consequentemente, na
cadeia alimentar resultante do material organico adicionado ao solo (SCHUMACHER et al.,
2004; MONTEIRO; GAMA-RODRIGUES, 2004).

De acordo com a relacdo lignina/nitrogénio (L/N) dos tecidos vegetais, Leite e
Mendonca (2003) dividiram os residuos vegetais que compdem a serapilheira nos seguintes
compartimentos: a) Superficial - compreende residuos da parte aérea; b) Do solo -

compreende os residuos do sistema radicular. Estas fracfes se subdividem em dois
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compartimentos: Estrutural, que apresenta tempo de reciclagem de 1 a 5 anos; Metabolico,
prontamente decomponivel pela acdo microbiana, com tempo de reciclagem de 0,1 a 1 ano.
Assim, concluiram que com aumento da relacdo lignina/nitrogénio (L/N), maior parte do
residuo € alocada no compartimento estrutural, que apresenta taxas de decomposicdo menores
do que o compartimento metabdlico.

A presenca deste material protege o solo contra a exposigéo direta a radiacdo solar e
flutuacGes bruscas de temperatura e de umidade, que poderiam prejudicar o estabelecimento
das culturas, acarretando sérios problemas de manejo, principalmente, nas regides tropicais e
subtropicais. Também armazena grande quantidade de sementes e abriga uma abundante
diversidade de microrganismos que atuam diretamente nos processos de decomposicdo e
incorporacdo do material, fornecendo nutrientes ao solo (ANDRADE et al., 2003).

No solo, os microrganismos desempenham um papel chave na decomposi¢do da
serapilheira (NANNIPIERI et al., 2003). A qualidade da serapilheira € de grande importancia
na composi¢do da microbiota do solo. Diferentes relagdes de Carbono/Nitrogénio, teores de
lignina e outros, irdo interferir significativamente nessa composicédo, pois cada material sera
preferencialmente decomposto por um grupo diferente de microrganismos (GESSNER et al.,
2010). A cobertura vegetal atua também de maneira indireta sobre a diversidade da
microbiota dos solos e, consequentemente, sobre o processo de decomposicdo da matéria
organica através de acdo diferencial sobre as caracteristicas desses solos, como temperatura,
umidade, aeracdo, pH e disponibilidade de nutrientes minerais (COTRUFO et al., 2013).

Os processos iniciais de mineralizagdo microbiana, e particularmente a degradacéo de
lignina, sdo dependentes da disponibilidade de carbono, a qual diminui em condicdes de pH
baixo. Os fungos podem suportar melhor as condic¢des de pH baixo quando comparados com
as bactérias. Além disso, acredita-se que os fungos sdo mais eficientes na utilizagdo do
substrato de carbono disponivel, sendo os decompositores dominantes nos estagios iniciais da
degradacéo da serapilheira (HANSON et al., 2008)..

A andlise qualitativa e quantitativa do material organico da serapilheira, assim como
sua taxa de decomposicdo, € importante para a compreensdo da dindmica e funcionamento
dos ecossistemas, pois séo fatores condicionantes para a manutengdo da fertilidade do solo e
sustentacdo de ecossistemas tropicais, por constituirem um importante processo de

transferéncia de nutrientes da fitomassa para o solo.
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2.3 Diversidade de Fungos no Solo

O solo é o elemento que mais interage com o ambiente de atividades humanas, ao
mesmo tempo em que compde a biosfera. Constitui-se ndo apenas de amontoado de particulas
inertes oriundas de alteragdes rochosas e de sedimento, mas também em um corpo natural
organizado, vivo e dindmico, composto por imensa diversidade e quantidade de organismos,
que desempenham inumeras funcGes no ecossistema terrestre, participando ndo somente nos
sistemas de producédo agricola, mas, principalmente, na manutencdo da qualidade ambiental
(CURI et al., 1993).

A agricultura moderna é caracterizada pela busca constante do aumento da
produtividade das culturas agricolas por meio da utilizacdo da mecanizacao, irrigacao,
adubacdo quimica e aplicacGes de pesticidas (ANDRADES; GINIMI, 2007). Algumas dessas
préaticas adotadas em areas de producdo agricola intensiva apresentam, predominantemente,
alto potencial de efeitos deletérios ao meio ambiente e, em especial, a qualidade do solo,
interferindo em sua capacidade de armazenamento de agua, preservacdo da matéria organica,
manutencdo da fertilidade e aumento da perda de solo através da erosdo (ALTIERI, 2002).

A qualidade do solo esta relacionada com sua funcionalidade dentro dos ecossistemas
naturais ou manejados e significa a capacidade deste em sustentar a atividade bioldgica,
promover o crescimento e a satde das plantas e animais, e manter a qualidade ambiental. Esta
capacidade resulta de interacdes entre inUmeros processos quimicos, fisicos e bioldgicos de
natureza complexa (TOTOLA; CHAER, 2002) e sofre alteracbes com o manejo. A adocéo de
formas de manejos agricolas ndo sustentaveis pode interferir na qualidade do solo, uma vez
que ocorre a diminuicdo da qualidade dos atributos fisicos, quimicos e bioldgicos, o que,
muitas vezes, pode ser de dificil reversdo (COSTA et al., 2003).

Segundo Hooper et al. (2005) atividades antropicas interferem nos processos
ecologicos dos ecossistemas, causando desequilibrios de consequéncias imprevisiveis e
diminuicdo da diversidade de organismos, podendo levar a diminuigdo drastica de espécies
essenciais & manutencdo do ecossistema. Neste contexto, € imprescindivel conhecer a
diversidade de organismos, buscar meios de mensura-la, a fim de, monitorar e/ou detectar
possiveis mudancgas no ambiente, devido a agéo antropica.

A diversidade ¢é dindmica, e provém da combinagdo da mutacdo, recombinacédo génica
e selecdo natural, que produzem variabilidade, inovagéo e diferenciagcdo na biota terrestre.
Maior diversidade de espécies conduz a maior diferenciagdo de habitats e aumento na

produtividade que, por sua vez, permitem diversidade ainda maior de espécies, tornando,
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assim, as interagdes ecoldgicas estveis (GLIESSMANN, 2005). Diversidade microbiana
corresponde a complexidade e a variabilidade nos diferentes niveis de organizagdo bioldgica,
e engloba a variabilidade genética dentro de taxons (espécies), nimero (riqueza) e abundancia
relativa (regularidade) dos taxons nas comunidades (TORSVIK; OVREAS, 2002). Assim, a
diversidade caracteriza-se pelo nimero de diferentes espécies de fungos e bactérias (riqueza)
e sua relativa abundancia na microbiota do solo (NANNIPIERI et al., 2003; COSTA et al.,
2012).

Os microrganismos apresentam uma imensa diversidade genética e desempenham
fungBes Unicas e cruciais na manutencdo de ecossistemas, em virtude de estarem na base da
cadeia alimentar e intrinsecamente associados aos diversos processos ecoldgicos do solo,
figurando, assim, como um importante indicador da qualidade do solo (ZILLI et al., 2003). A
parte biologica do solo abriga grande diversidade genética e é considerada o principal
reservatorio de microrganismos, composta por inimeras e variadas comunidades de todos 0s
tipos de microrganismos (bactérias, fungos, actinomicetos, virus, protozoérios etc.) (BALSER
etal., 2010).

A organizacdo e o funcionamento das comunidades microbianas governam as
transformacdes bioquimicas que ocorrem no solo e sdo fundamentais para a manutencao e o
funcionamento de solos naturais e agricolas devido ao seu envolvimento em processos chave,
tais como: formacgéo da estrutura do solo; ciclagem da matéria organica; formacao do humus,
nitrificacdo e fixacdo bioldgica do nitrogénio, entre outros, que podem contribuir para a
alteracdo da disponibilidade de nutrientes e elementos tdxicos no solo, como também para a
alteracdo dos atributos fisicos dos solos (GARBEVA et al., 2004; GOMES et al., 2003;
LAMBAIS et al., 2005).

Os fungos sdo importantes componentes da microbiota do solo. Representam de 70 a
80% da biomassa microbiana do solo devido ao expressivo diametro e extensa malha de seus
filamentos e sua ocorréncia estd condicionada a fatores como pH, umidade e quantidade de
materia organica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Estimativas indicavam existir 1,5 milhdo
de espécies flangicas na Terra, das quais somente cerca de 5% foram descritas
(HAWKSWORTH, 1991; 2001). Em estudo recente para fungos de solo a estimativa indicou
que ja séo conhecidos pelo menos 30% da diversidade de fungos habitantes do solo (GAMS,
2007). Além disso, pode ser ressaltado que a grande maioria das espécies flungicas
identificadas e descritas sdo encontradas no solo em algum estagio do seu ciclo de vida. Os
fungos podem sobreviver sob a forma vegetativa (micelial) e/ou reprodutiva (esporos). A
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penetracdo do micélio no solo forma uma rede que entrelaga particulas de solo resultando na
formagé&o de agregados e influenciando a estrutura do mesmo.

Estudos demonstram que os fungos séo encontrados com densidades variando de 10* a
10° organismos por grama de solo. Porém, a estrutura da populacdo de fungos do solo,
dindmica e diversidade ainda sdo pouco conhecidas devido a particularidade da maioria dos
fungos ndo crescer em meios de cultura ou em camaras Umidas, sendo que menos de 20% das
espécies fungicas conhecidas podem ser facilmente cultivadas (BRANDAO, 1992; BRIDGE;
SPOONER, 2001).

A funcéo dos fungos no solo é complexa e fundamental para o ecossistema. Por serem
microrganismos estritamente heterotréficos, sdo saprdbios, parasitas ou simbiontes. A maioria
dos fungos é cosmopolita, mas alguns tém ocorréncia restrita e funcbes especificas, como na
sucessao de fungos em detritos de folhas e madeira, e na simbiose com raizes (micorrizas). As
populacbes flngicas sdo mais abundantes nas camadas mais proximas da superficie do solo,
onde a condicédo aerdbia predomina (DOMSCH et. al., 2007).

Fungos possuem importante funcdo ecologica, participando direta ou indiretamente na
producdo primaria incluindo ciclagem de nutrientes, podendo decompor aclcares simples,
polissacarideos como celulose e hemiceluloses, compostos como taninos, ligninas e himus,
compostos organicos como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de alto peso molecular
(PAHSs) e outros, por meio de sistemas enzimaticos (GESSNER et al., 2010). Também
participam da degradacdo de substancias toxicas, como defensivos agricolas e corantes, e
podem servir como acumuladores de metais pesados do solo, diminuindo a sua toxidez para o
ambiente (SANTIAGO; SOUZA-MOTTA, 2006; SILAR; DAIROU, 2011).

Os fungos que habitam o solo podem estabelecer diferentes interagdes ecoldgicas com
outros organismos, incluindo também outros microrganismos presentes no solo. Estes
removem, alteram e até adicionam substdncias as areas que ocupam no processo de
modificagdo das condicdes ambientais para eles proprios e para outros organismos. Assim
cada fator bidtico com que o microrganismo individual se depara pode ser compreendido
como uma modificagdo do ambiente criada por outro organismo, com grande probabilidade de
que surjam efeitos indiretos importantes no sistema em razdo dos diversos caminhos que essas
interaces podem tomar (GLIESSMANN, 2005).

Sob o ponto de vista ecologico, 0 maior interesse nas popula¢ées microbianas do solo
estd situado em sua funcdo (nicho ecoldgico) dentro do ecossistema e nas interacbes que
possam ocorrer entre elas (RICKLEFS, 2003). As interacGes ecoldgicas entre os fungos como

neutralismo, comensalismo, protocooperacéo, simbiose mutualistica, parasitismo, predacao,
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competicdo e antagonismo ocorrem em habitats onde ha alta densidade de populacdes
(HOORMAN, 2011).

O estudo da diversidade e funcionamento da comunidade de fungos é particularmente
importante no solo por ser um local constituido de habitats altamente diversos. A importancia
destas relagdes reside tanto na possibilidade de se prever mudangas no funcionamento dos
agrossistemas, em decorréncia de alteragdes na sua diversidade, quanto no potencial
desenvolvimento de sistemas indicadores de alteragdes ambientais associadas a algum
distdrbio, incluindo a utilizacdo ndo-sustentavel de solos agricolas (TILMAN, 1998). Para
Lodge e Cantrell (1995), ambientes perturbados favorecem a diversidade e dominancia de
determinados grupos de fungos que, por sua vez, se refletem na amplitude do nicho dentro do
agrossistema, apresentando espécies generalistas ou especialistas.

Dentre os microrganismos, os fungos possuem importante funcdo ecologica dentro dos
sistemas agroflorestais, incluindo ciclagem de nutrientes, e participam do desenvolvimento e
salde das plantas (ANDERSON; CAIRNEY, 2004; JOSE, 2012). O manejo das culturas e do
solo pode influenciar na dindmica das populaces dos organismos do solo (CASTRO et al.,
2008; BRESOLIN et al., 2010). Assim, praticas agricolas que utilizam diversas espécies
vegetais em rotagdes complexas, promovem grandes quantidades de diferentes tipos de
residuos de culturas, estercos e cultivos de cobertura, favorecendo e promovendo uma
diversificada populacéo biol6gica de organismos do solo.

Em agroecossistemas, a adi¢do regular de fontes adequadas de matéria organica pode
induzir supressividade nos solos por estimular a atividade de decompositores primarios,
principalmente os fungos. A supressao de patdgenos por microrganismos nativos do solo é
mediada por diversos processos que incluem a producdo de antibi6ticos, competicdo por
recursos, parasitismo e a producdo de substancias tdxicas ou enzimas, como o 6xido nitroso e
a quitinase. Os patogenos também sdo geralmente, sensiveis aos antibioticos produzidos pelos
microrganismos saprofiticos e, portanto, sdo competidores fracos no solo, o que explica sua
suscetibilidade a supressdo (JANVIER et al., 2007; RAAIJMAKERS et al., 2009).

Segundo Gliessmann (2005), tanto os sistemas naturais, quanto os sistemas agricolas
sdo compostos de organismos e do ambiente nos quais estes habitam, e a complexidade
caracteristica de um sistema como um todo se torna a base para as interacdes ecoldgicas
fundamentais no desenho de agroecossistemas sustentaveis. A diversidade de fungos
encontrados no solo pode ser alterada (reduzida), quando comparada a do ambiente natural,
quando o solo é submetido as préaticas agricolas (COSTA et al., 2012). Essas mudangas

podem beneficiar algumas espécies, do ponto de vista quantitativo, resultando em altas
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densidades populacionais de espécies mais adaptadas, causando desequilibrio no ambiente.
(VALPASSOS et al., 2001). Entretanto, atividades agricolas que visam & conservacdo dos
recursos ambientais podem favorecer as populacdes de organismos habitantes do solo,
resultando em aumento de organismos benéficos e/ou possibilitando o estabelecimento de
novas espécies no sistema (JOSE, 2012).

Na aplicacdo de diferentes tipos de manejos ou métodos de recuperacdo de areas
degradadas, é de se esperar, portanto, uma modificacdo qualitativa e quantitativa na
constituicdo desse solo. Essa possivel modificacdo pode significar diferentes disponibilidades
de substrato que, podem favorecer ou inibir, o estabelecimento dos diferentes grupos
microbianos, uma vez que a permanéncia de uma populacéo no ecossistema fica condicionada
a sua habilidade de adaptacdo e de resposta a essas mudancas ambientais (HANSON et al.,
2008).

A recuperacdo das areas degradadas é fortemente influenciada por pardmetros
microbioldgicos e bioquimicos do solo (SILVEIRA et al., 2004). Como 0s microrganismos
respondem rapidamente as alteracGes impostas ao ambiente, 0 monitoramento de mudancas
microbioldgicas e a correlacdo dessas com as praticas de manejo das culturas tem grande
potencial para o estabelecimento de indicadores da qualidade do solo (NIELSEN; WINDING,
2002).

O conhecimento dos efeitos dos cultivos agricolas na dindmica das populacBes
microbianas nos solos se torna ainda mais importante, por causa das transformac6es que esses
microrganismos promovem, influenciando a qualidade dos produtos e a produtividade
agricola (PEREIRA et al., 2000). Os microrganismos estdo diretamente envolvidos nos ciclos
dos nutrientes no solo e, aliada a quantificacdo de bactérias e fungos totais, a avaliacdo de
determinados grupos microbianos da& indicacdo de como 0s processos bioquimicos estdo
ocorrendo (SILVEIRA et al., 2004).

Os microrganismos habitantes do solo desempenham papéis importantes no
ecossistema, mas infelizmente, as praticas agricolas modernas causam reducdo da riqueza e
abundancia, resultando em alteracdo da composicgéo e estrutura das comunidades microbianas
do solo e, consequentemente, 0s processos ecoldgicos sdo afetados (CASTRO et al., 2008;
BRESOLIN et al., 2010; COSTA et al., 2012). Para garantir uma populacdo microbiana
diversa e ativa no solo de sistemas agricolas, estes devem ser projetados para reduzir ou
eliminar os insumos e agrotéxicos. Além disso, os sistemas devem promover a diversidade
vegetal, através do consorcio de diferentes espécies, que contribuiram com o aumento do

estoque de matéria organica do solo.
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E importante ressaltar que as praticas agricolas aplicadas ao sistema de uso, seja qual
for, monocultura ou agroflorestal, interferem de alguma forma no ecossistema, porém, a
longevidade deste sistema depende do nivel de agressao que tais praticas promovem. Assim, 0
entendimento dos processos bioldgicos do solo facilita a racionalizacdo do manejo agricola e
a implementacéo de praticas que promovam a conservacdo do solo.

A diversidade de fungos do solo pode ser avaliada em termos morfoldgicos,
fenotipicos e genotipicos (BRIDGE; SPOONER, 2001). De acordo com Zilli et al. (2003),
devido as dificuldades de sua avaliacdo e compreensdo dentro do ecossistema, a diversidade
costuma ser apresentada sob a forma de indices. Alguns indices matematicos, como o indice
de diversidade de Shannon-Wiener, Simpson e Hill; de riqueza de Margalef e Menhinik; de
equitabilidade de Pielou, e de dominancia de Béquer Parker, fornecem informacdes
importantes a respeito do padrdo de distribuicdo de espécies microbianas no ecossistema
(ZACK; WILLIG, 2004). Reducdo da comunidade de fungos, com eventual extin¢cdo de
espécies, pode acarretar nao sé a perda de importantes funcées do solo, mas também reduzir a
habilidade dos sistemas naturais de superar os estresses. O fato é que a reducédo da diversidade
de espécies e da diversidade genética implica em prejuizos para a adaptabilidade futura, tanto
nos ecossistemas naturais quanto nos agroecossistemas (ALTIERI, 2002).

Dos indices gerais de diversidade, o de Shannon-Wiener representa um tipo de
formulacdo largamente usado para se avaliar a complexidade de todos os tipos de sistemas.
Este indice provém da teoria da informacdo e fornece a ideia do grau de incerteza em prever
qual seria a espécie a que pertence um individuo da populacdo, se retirado aleatoriamente
(FOSTER et al., 2004). Este indice leva em consideracdo a riqueza de grupos taxonémicos e a
intensidade de dominancia, resultando maiores indices em comunidades com muitos grupos
igualmente abundantes. Quanto maior o valor de H’, maior a diversidade da area em estudo.
Zilli et al. (2003) mencionam que o uso da diversidade como um parametro indicativo das
condi¢cdes do ambiente ainda é limitado, em consequéncia da falta de informacbes sobre a
estrutura da comunidade microbiana no solo e de como usar a diversidade para atestar que o
manejo empregado no solo afeta ou ndo a sustentabilidade do agroecossistema.

A distribuicdo dos individuos dentro das espécies reflete o equilibrio do sistema. Em
ambientes perturbados, organismos mais adaptados tendem aumentar sua densidade e, como
consequéncia, acabam por dominar o ambiente (VALPASSOS et al., 2001). Assim, para se
mensurar a uniformidade ¢ usado o indice de equitabilidade ou uniformidade de Pielou (J’)
que é derivado do indice de diversidade de Shannon e se refere a distribui¢do dos individuos

entre as espécies, sendo proporcional a diversidade e inversamente proporcional a
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dominéancia. Logo, o resultado é de baixos indices em situagdes de intensa dominancia de
poucos grupos taxondmicos. O valor apresenta uma amp litude de 0 (uniformidade minima) a
1 (uniformidade méaxima). Ja para verificar a dominancia de espécies dentro de um ambiente,
sdo usados indices como o proposto por Berger e Parker (1970). O indice leva em conta a
representatividade das espécies com maior valor de dominancia, sem avaliar a contribui¢do do
resto das espécies.

Sabendo-se da dependéncia entre a produtividade do sitio e a ciclagem de nutrientes, e
da ciclagem de nutrientes com o processo de decomposicdo da serapilheira acumulada, o
conhecimento da micobiota responsavel pela decomposicdo nessas areas parece ser um
caminho adequado para se obter respostas sobre a produtividade e a demanda de nutrientes.
Existe uma grande diversidade de fungos encontrados no solo, mas alguns géneros sdo mais
comuns do que outros. Os géneros mais frequentemente isolados do solo sdo: Mucor,
Penicillium, Trichoderma e Aspergillus, seguidos por Rhizopus, Fusarium e Verticillium
(DOMSCH et. al., 2007).

Estes fungos tem como fungdo no solo a degradacdo da matéria organica, tendo um
papel importante na degradacdo da celulose e lignina, gerando biomassa proteica ou mesmo
servindo como alimento para outros organismos. A decomposic¢ao de material vegetal envolve
pelo menos quatro grupos distintos de fungos: celuloliticos, hemiceluloliticos, pectinoliticos e
ligninoliticos. A degradagdo de um substrato complexo, folhas, tecidos microbianos mortos
ou exoesqueletos de insetos € processada mais rapidamente na presenca de uma comunidade
microbiana do que na presenca de uma Unica populacdo (BERG, 2000). De outro modo, no
primeiro estagio de decomposicdo, a taxa de degradacdo esta correlacionada com a
colonizagdo fungica. Para conhecer o potencial de decomposicdo da serapilheira torna-se

necessario conhecer as populagdes fungicas presente no solo.

2.4 Métodos para o Estudo da Diversidade de Fungos do Solo

Atualmente existem diversos métodos para se estudar a diversidade de fungos no solo,
cuja maior parte envolve estudos de genetica e diversidade taxondmica. Segundo Pereira et al.
(2000), as avaliacdes qualitativas e quantitativas das popula¢cdes na comunidade microbiana
nos solos sdo relevantes, tanto na caracterizacdo das relagOes entre os diferentes grupos e
espécies de microrganismos quanto na identificacdo de fatores ambientais que exercem

influéncia no equilibrio microbioldgico dos solos.
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Alguns fatores tém contribuido para a falta de conhecimento sobre a diversidade de
fungos em amostras ambientais, em grande parte, relacionados as limitacdes dos métodos
tradicionalmente utilizados para o isolamento e cultivo de microrganismos em laboratorio.
Dados derivados de estudos comparativos apontam para o fato de que apenas uma pequena
fragdo dos microrganismos na natureza, entre 0,1 a 1%, dependendo do habitat, s&o cultivados
através do emprego de métodos microbioldgicos convencionais, como 0 método de diluicéo
em série (AMANN et al., 1995).

A técnica de isolamento e contagem em placas pelo método de diluicdo em série é
amplamente empregada para estimar a populacdo de fungos do solo. Este método permite a
identificacdo das espécies e, assim, fornece informacdes sobre a estrutura das comunidades de
fungos e suas funcdes (BRODIE et al., 2003). E uma técnica simples, baseada na diluicdo de
uma quantidade conhecida de solo, utilizando fator de dilui¢cdo apropriado para cada tipo de
solo, plaqueamento de aliquota das diluicdes em meios de cultura apropriados, contendo
antibioticos, e incubacdo sob condicBes adequadas e contagem das colnias desenvolvidas. A
partir desta técnica, pode-se obter uma estimativa do numero de propagulos de fungos por
grama de solo.

O método é utilizado como indicador dos principais grupos microbianos cultivaveis e
suas respectivas funcdes em dado ambiente, sendo importante na obtencdo de resultados
preliminares da diversidade microbiana e também dos efeitos de distlrbios ou estresses
ambientais sobre tais comunidades (CAVALCANTI et al., 2006; SANTIAGO; SOUZA-
MOTTA, 2006; BUNEMANN et al., 2006; FORTES-NETO et al., 2007; MELLONI, 2007;
SCHOENLEIN et al., 2008).

Entretanto, este método € considerado limitado por ndo detectar a maioria das
populaces microbianas presentes no ambiente. As desvantagens deste método consistem em
diferentes fatores como: perda por sedimentacdo de celulas associadas as particulas de solo
durante as dilui¢cdes e o plagueamento; a morte das células durante as dilui¢fes; dessecamento
das celulas na superficie das placas; fungos que possuem status celular viavel, mas nédo
cultivavel; interdependéncia entre o microrganismo e outro organismo (PAUL; CLARK,
1989). Também pode ocorrer, durante as etapas de diluicdo, a fragmentacdo de hifas
ocasionando a superestimacdo da populacdo, uma vez que serdo contadas como coldnias
simples (LORCH et al., 1995).

Durante véarias décadas, o cultivo em meio de cultura foi usado para acessar a

diversidade microbiana de solos. No entanto, para se obter um melhor entendimento da
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diversidade e da dindmica dos fungos de solo € ideal a utilizacdo de outros métodos, para a
complementacédo das técnicas tradicionais (BRIDGE; SPOONER, 2001).

Novas técnicas moleculares baseadas na caracterizacdo de acidos nucléicos extraidos
do solo oferecem grande potencial para investigar a vasta porcao da comunidade microbiana
ndo cultivavel. Elas sdo independentes de cultivo e, de acordo com sua sensitividade, podem
detectar espécies, géneros, familias ou mesmo grupos taxonémicos maiores (NANNIPIERI et
al., 2003). Assim um grande avanco nos estudos de ecologia microbiana foi obtido com o
advento de técnicas moleculares, baseadas na analise do DNA de microrganismos retirado
diretamente dos ambientes naturais, sem a necessidade da multiplicacdo prévia das células
(SCHLOTER et al., 2003). Para se ter sucesso no estudo da diversidade microbiana por meio
de técnicas moleculares é necessaria a utilizacdo de procedimentos eficientes de extracdo de
DNA do solo e, se necessario, deve se realizar adequacfes para otimizacdo dos protocolos
(ROSADO et al., 1997).

O solo é habitado por diversos organismos e os acidos nucléicos extraidos do solo
compreendem uma miscelanea de DNA e/ou RNA de bactérias, plantas, fungos, pequenos
animais e protozoarios. Segundo Mitchell e Zuccaro (2006), a eficiéncia da extracdo dos
acidos nucléicos depende das espécies presentes, do substrato da amostra ambiental, bem
como do método utilizado. Outro aspecto que influencia na qualidade e pureza do DNA
extraido € a presenca de &cidos humicos e polissacarideos que podem ser co-precipitados
durante o processo de extracdo (ANDERSON; CAIRNEY, 2004). A presenca desses
componentes inibe a reacdo de polimerizacdo em cadeia (polymerase chain reaction - PCR),
assim, a remogao destas impurezas deve ser realizada por meio de diluicdo ou incluséo de
detergentes seletivos (MITCHELL; ZUCCARO, 2006).

Vérias abordagens foram usadas para extracdo do DNA fungico do solo, desde a
utilizacdo de Kits comerciais que possuem eficiéncia e rapidez para recuperacdo do DNA do
solo (RANJARD et al., 2003) até técnicas para otimizar a extragdo de &cidos nucléicos
especificos do solo (YEATES et al., 1997; ANDERSON et al., 2003; RANJARD et al.,
2003).

Na década de 80 foi desenvolvida a técnica de PCR (polymerase chain reaction)
(SAIKI et al., 1988), a qual possibilitou um grande avango no desenvolvimento de diferentes
técnicas moleculares. A PCR tem como vantagens a simplicidade, rapidez e sensibilidade para
pequenas quantidades de DNA (MULLIS; FALOONA, 1987).

Esta técnica permite a amplificacdo in vitro de determinado segmento do DNA, por

meio da amplificagdo exponencial do DNA (reacdo em cadeia). A amplificacdo é feita em



Costa, Phelipe M. O. — Dindmica de serapilheira e diversidade de fungo... 31

ciclos, nos quais, a cada ciclo, a quantidade resultante sera 2n (n = moléculas do ciclo
anterior). Os ciclos sdo realizados até que um nimero suficiente de copias do fragmento alvo
da molécula de DNA seja produzido. Cada ciclo é composto por trés etapas: desnaturagéo,
anelamento dos primers e extensdo das novas fitas de DNA (MUY ZER et al., 1993).

O método de PCR pode ser usado para detectar, monitorar e identificar fungos de
amostras ambientais utilizando primers especificos (ATKINS; CLARK, 2004). Diversos
primers foram desenvolvidos para amplificar um vasto nimero de grupos taxonémicos de
fungos (MITCHELL; ZUCCARO, 2006). Por outro lado, as sequéncias da menor subunidade
do rDNA, que evoluem mais lentamente, podem servir como marcadores para grupos
taxonomicamente mais distantes, facilitando a resolucdo da diversidade fungica total do solo
dentro de um numero limitado de bandas em um perfil molecular. Em fungos, a regido 18S do
rDNA tem sido usada como marcador por ndo variar no seu tamanho e conter, em sua
sequéncia, regibes conservadas e variaveis. Portanto, sdo moléculas convenientes, uma vez
que a sintese de ribossomos é fortemente conservada ao longo da evolugdo (KENNEDY;
CLIPSON, 2003; ANDERSON; CAIRNEY, 2004).

Por meio de amplificaces do cluster de genes do DNA ribossomal de fungos,
utilizando conjuntos de primers universais e técnicas moleculares de fingerprinting, tal como
a DGGE, é possivel obter dados para analises descritivas e comparativas da estrutura de
comunidades de fungos (MUYZER; SMALLA, 1998; SMIT et al.,, 1999; VAINIO;
HANTULA, 2000; van ELSAS et al., 2000; MAY, 2001; BRODIE et al., 2003; GOMES et
al., 2003; HAGN et al., 2003; HE et al., 2005; COSTA et al. 2006; MALOSSO et al., 2006;
ROS et al., 2009; LOTTMANN et al., 2010; YU et al., 2010; BRESOLIN et al., 2010;
COSTA et al., 2012).

A técnica de DGGE foi originalmente desenvolvida para detectar mutagGes especificas
no genoma humano e teve seu uso expandido por Muyzer et al. (1993) para o estudo da
diversidade genética microbiana. Esta técnica baseia-se na separacdo de fragmentos de fita
dupla do DNA de mesmo tamanho, obtidos por PCR, porém com sequéncias divergentes. A
separagdo dos fragmentos de DNA é realizada em gel de poliacrilamida contendo gradiente
desnaturante (uréia e formamida), onde os fragmentos irdo migrar diferencialmente, de acordo
com o seu teor de Guanina + Citosina (GC) (MUYZER; SMALLA, 1998). Assim, quando
submetidos a eletroforese, os fragmentos permanecem em dupla fita até que eles atinjam as
condigOes necessarias para a desnaturagdo da molécula nos chamados “dominios de
desnaturacdo”. Quando ha a desnaturagdo de um dominio, processa-se uma transicdo na

conformacdo da molécula, que passa de helicoidal para parcialmente desnaturada e a
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migracdo da molécula no gel é interrompida. Assim, a posic¢ao dos fragmentos de DNA no gel
é determinada pelas variagbes nas sequéncias de nucleotideos que véo interromper sua
migracdo em diferentes posicdes, influenciada pelas condi¢bes de desnaturacdo (ROSADO;
DUARTE, 2002). No entanto, fragmentos de diferentes sequéncias podem ter caracteristicas
similares de mobilidade no gel, e uma banda podera representar mais de um amplicom
(GELSOMINO et al., 1999). Desta forma, ndo se pode estabelecer uma relacéo direta entre a
guantidade de bandas detectadas por DGGE e o0 nUmero de espécies ou 0S Qrupos
taxondmicos presentes na amostra.

O estudo de Myers et al. (1985) demonstrou que esta técnica pode detectar
aproximadamente 50% das variacGes de sequéncias em fragmentos de DNA com até 500
pares de bases, porém, quando se acrescenta a um dos lados do fragmento de DNA um
segmento rico em GC (GC-clamp) esta porcentagem pode alcancar aproximadamente 100%
(SHEFFIELD et al.,, 1989). O GC-clamp tem comprimento que varia entre 30 e 50
nucleotideos (MUYZER, 1999), e ¢ introduzido na extremidade 5’ de um dos primers e
amplificado por PCR juntamente com o0 DNA. O GC-clamp, quando anexado, age como um
dominio de alta resisténcia a desnaturacdo que impede a dissociacdo das duas fitas do DNA
em fitas simples (SHEFFIELD et al., 1989).

O DGGE ¢é uma técnica bem estabelecida que permite o estudo da complexidade e do
comportamento das comunidades microbianas em grande nimero de amostras, de maneira
rapida, relativamente barata e reproduzivel, tornando possivel monitorar a dinamica complexa
da comunidade microbiana e suas flutuacGes sazonais ou apds perturbacGes ambientais
(MUYZER, 1999).

A utilizacdo da DGGE ja foi descrita em diversos estudos de ecologia molecular de
fungos do solo abrangendo diversos enfoques. Esta técnica foi utilizada no estudo da
diversidade de comunidades fungicas em ambientes de decomposi¢do de madeira, baseada na
amplificagdo do gene 18S do rDNA (VAINIO; HANTULA, 2000). A técnica de DGGE foi
capaz de detectar variacbes na comunidade de bactérias e fungos apos aplicacdes de
Clorotalonil (fungicida usado para o controle de doencas foliares, amplamente utilizado na
agricultura) (SIGLER; TURCO, 2002). Também a técnica pode ser usada para detectar
alteracOes na estrutura da comunidade de microrganismos de solo submetidos a fertilizantes
organicos e inorganicos (MARSCHNER et al., 2003) e a aplicacdes de herbicidas (YU et al.,
2010).

A andlise da comunidade de fungos utilizando primers para regido 18S rDNA e

posterior DGGE dos produtos de PCR se mostrou altamente eficaz em ambientes complexos
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com alta diversidade de fungos e matéria organica (PENNANEN et al., 2001). Por meio da
técnica de DGGE é possivel comparar os efeitos de diferentes usos da terra sobre as
comunidades de fungos e bactérias do solo (ROS et al., 2009; BRESOLIN et al., 2010). A
persisténcia de fungos em solo contaminado artificialmente com petréleo foi verificada
utilizando a técnica de DGGE (van ELSAS et al., 2000).

Atraveés de isolamento por cultivo, DGGE e técnicas de clonagem, foi possivel avaliar
a diversidade de fungos filamentosos em solos maritimos da Antartida, tendo sido constatada
a presenca de fungos dos Filos Ascomycota (48 sequéncias), Basidiomycota (48 sequéncias),
e Zygomycota (seis sequéncias) (MALOSSO et al., 2006).

Estudo recente utilizando a técnica de DGGE realizado por Costa et al. (2012),
mostrou que o tipo de uso ao qual o solo é submetido influencia a comunidade de fungos
filamentosos, no qual o Sistema Agroflorestal apresenta a micobiota do solo proxima a de
ambiente de floresta.

O sucesso da técnica em trabalhos com diferentes enfoques demonstra que esta
apresenta potencial para 0 monitoramento de solos que passam a sofrer impacto de préaticas
agricolas. O acompanhamento de alteracGes na composicao e na estrutura de comunidades de
microrganismos pode ajudar na avaliacdo do impacto causado e na elaboracdo de
recomendacdes para garantir a sustentabilidade da agricultura.

Além das técnicas quantitativas, métodos qualitativos podem auxiliar no entendimento
da estabilidade e resiliéncia da comunidade fungica em respostas a eventos de perturbacéo
naturais ou antrépicas. Assim, 0 método da respirometria determina a quantidade de carbono
liberado na forma de CO,, proveniente da decomposicdo da matéria organica pelas
comunidades microbianas aerdbias do solo (TOTOLA; CHAER, 2002). Este representa 0
método mais antigo e mais utilizado como parametro para quantificar a atividade metabdlica
nos solos (KIEFT; ROSACKER, 1991), e esta pode ser influenciada por diversos fatores do
solo, como teor de 4gua, temperatura, estrutura do solo e disponibilidade de nutrientes (ALEF,
1995). Em experimentacao, a respiragdo dos microrganismos pode ser dividida em dois tipos:
respiracdo basal (sem a adi¢do de substrato ao solo) e respiragéo induzida pelo substrato,
guando se adiciona um substrato especifico, como, por exemplo, glicose, aminoacidos,
sacarose (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

O método permite quantificar o carbono que esta sendo degradado no solo e também a
influéncia do clima, das propriedades fisicas e quimicas do solo influéncia de pesticidas na
atividade microbiana durante a decomposicdo e a mineralizacdo do carbono no solo
(ANDREA; PETTINELLI, 2000). Também pode fornecer dados tteis sobre modificacdes nas
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propriedades bioldgicas dos solos, decorrentes de praticas agricolas como: diferentes tipos de
manejo dos solos e de culturas (ALVAREZ et al., 1995; JORDAN et al., 1995; PASCUAL et
al.,, 2001, SALINAS-GARCIA et al., 2002; FIALHO et al. 2013), efeito do uso de
fertilizantes organicos ou minerais e biocidas em geral (RANGEL; SILVA, 2007).

Alteracfes na comunidade microbiana e na sua atividade interferem diretamente nos
processos bioldgicos e bioquimicos do solo, na produtividade agricola e, consequentemente,
na sustentabilidade dos agroecossistemas, atuando como indicador de degradacdo dos solos
(MATSUOKA et al., 2003). Tais alteracBes sdo ocasionadas, entre outros fatores, pelo tipo de
cultura, condigdes ambientais, interagdes entre organismos e, principalmente, pelo sistema de
cultivo e sucessdes de culturas adotadas (BALOTA et al., 1998). Desta forma, alguns
parametros referentes a atividade dos microrganismos no solo podem servir como indicador
biolégico para a avaliacdo do estado de equilibrio ou desequilibrio (estabilidade) e
produtividade dentro de um sistema (TURCO; BLUME, 1999).

A manutencdo da produtividade dos ecossistemas agricolas e florestais é dependente
da biomassa microbiana que atua como agente de transformacdo da matéria organica, no ciclo
de nutrientes e no fluxo de energia no solo (DE-POLLI; GUERRA, 2008; GAMA-
RODRIGUES, 1999). Mudangas na qualidade da matéria organica do solo influenciam
diretamente 0s microrganismos que dependem e utilizam a fracdo disponivel para seu
desenvolvimento, assim, a biomassa microbiana tem sido proposta como um indicador do
estado e das mudancas da matéria organica total do solo (TOTOLA; CHAER, 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de Estudo
A pesquisa foi desenvolvida no Sitio Sdo Jodo, localizado no municipio de Abreu e

Lima, regido metropolitana do Recife, Pernambuco, Brasil (coordenadas 7°53’13” Sul e

34°53°43” QOeste) (Figura 1).

\ Abreuse Lima

a

Figura 1: Vista de satélite do Sistema Agroflorestal, localizado no municipio de Abreu e Lima-PE. A
— Altitude de 6.900 metros; B — Altitude de 433 metros.
Fonte: Google Earth (2014)

A vegetacdo da regido é tipica de Mata Atlantica, com formacédo florestal do tipo
Floresta Ombréfila Densa. A precipitacdo média anual da regido do municipio é de
aproximadamente de 1700 mm, com dois periodos bem definidos, compreendendo o periodo
de estiagem do més de outubro a marc¢o e o periodo de chuvas de abril a setembro. Em média,
a temperatura anual minima é de 20,7°C e méaxima de 30°C (APAC, 2014).

As terras pertenciam ao grupo Lundgren (Companhia Téxtil) e através de reforma
agraria, ocorreu sua divisdo entre as familias que ali estavam. O sitio Sdo Jodo, cujo
proprietario € o Senhor Jones Severino Pereira, tem aproximadamente 80 anos de existéncia e
possui area de 1 hectare. No inicio, a propriedade era formada por bananal improdutivo, pés
de coco, algumas jaqueiras, e abacateiros que produziam pouco, além de cultivos tradicionais
de macaxeira.

A partir de 1993, com auxilio do “Centro de Desenvolvimento Agroecologico Sabia”,
(organizacdo ndo-governamental que assessora familias agricultoras em Pernambuco), e com
orientagdes de consorcios e introducdo de espécies adaptadas as condigdes do sitio, do

pesquisador suico Ernest Gotsch, foi proposto a conversdo do sistema tradicional de
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agricultura para o modelo de sistema agroflorestal. O novo sistema trazia alternativas
inovadoras segundo as quais o principio seria a menor dependéncia possivel de insumos
externos a unidade de producdo agricola, reciclando energia e nutrientes para ndao haver perda
durante o processo de producdo. A ideia era trazer novas condi¢cdes para o solo dentro do
proprio sistema. Contudo, as experiéncias nos trés primeiros anos de implantacéo do sistema
foram mal sucedidas por ndo se considerar plantios de espécies adubadoras e época propicia
para a implantacdo de determinadas espécies, além do pouco apoio da familia e comunidade
que ndo acreditavam neste novo sistema de producéo.

Atualmente, este Sistema Agroflorestal conta com grande diversidade de plantas,
sendo frutiferas e florestais, e estd classificado como agrossilvicultural. Apresenta arranjo
temporal simultdneo, com integracdo simultanea e continua de culturas agricolas anuais e/ou
perenes, espécies florestais para producdo de madeira, frutiferas e espécies de uso multiplo
(medicinal, adubacdo, lenha, etc). Foram constatadas aproximadamente 75 espécies de
plantas, sendo frutiferas como abacate (Persea americana Mill), banana (Musa spp.), caju
(Anacardium occidentale L), café (Coffea arabica L.), cacau (Theobroma cacao L.), acerola
(Malpighia spp.), manga (Mangifera indica L.), coco (Cocos nucifera L.), acai (Euterpe
oleracea Mart.), sapoti (Achras sapota L.), jaca (Artocarpus heterophyllus Lam.) e espécies
florestais como embiriba (Eschweilera luschnathii Miers.), pau d’arco (Tabebuia heptaphylla
Vell.), pau brasil (Caesalpinia echinata Lam.) e juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.).

A diversificacdo das espécies vegetais junto com espécies nativas da Mata Altantica,
como a Biriba (Eschweilera ovata (Cambess.) Miers) e Cupiuba (Tapirira guianensis Aubl.),
tanto espécies de frutas de Pernambuco quanto de outras regiGes resulta em uma cultura
agroecolégica florestal, economicamente viavel que proporciona producdo estimada de
13.000 kg de alimentos/ano e 40 metros cubicos de madeira/ano.

O manejo da area é feito por meio de podas. Todos 0s restos vegetais, oriundos da
colheita de espécies de ciclo curto ou da poda das de ciclo longo, alem dos que caem
naturalmente, sdo deixados sobre a superficie do solo formando camada espessa de
serapilheira, sofrendo o processo normal de decomposi¢do. Também se ressalta a excluséo do
uso de defensivos agricolas e de fertilizantes; a adubagdo é realizada pelo cultivo e
incorporacdo ao solo de plantas adubadoras como Clitoria racemosa Benth. (ciclo permanente
e crescimento rapido) e leguminosas como Canavalia ensiformis DC.

Além de ser a fonte de renda da familia assentada, a propriedade se destaca como
ferramenta de ensino. O Sistema Agroflorestal ja recebeu mais de 3,5 mil pessoas, sendo

principalmente estudantes e professores universitarios, do ensino médio, do ensino
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fundamental, e também do ensino infantil. Muitos pesquisadores, técnicos, agricultores e
estudantes vindos de outros estados e paises ja fizeram intercdmbios ou estagiaram na

propriedade, com o intuito de conhecer o manejo ali utilizado.

3.2 Producéo e variacado temporal de deposicéo da serapilheira

Para avaliar a producao de serapilheira, foram instaladas 10 caixas coletoras (0,5 x 0,5
m), com fundo em tela de nailon com malha de 1 x 1 mm, suspensos 50 cm acima da
superficie do solo e distribuidas aleatoriamente, respeitando uma distancia de pelo menos 10
metros entre um coletor e outro, na area do Sistema Agroflorestal (Figura 2).

Figura 2:Vista de satélite dos coletores distribuidos dentro
da area de Sistema Agroflorestal, localizado no municipio
de Abreu e Lima-PE. Altitude de 188 metros.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

O material acumulado nas caixas coletoras foi recolhido regularmente em intervalos de
30 dias, sendo transferido para sacos de papel etiquetados. As coletas foram realizadas
durante um periodo de 36 meses, entre agosto/2011 e julho/2014.

Em cada coleta, a serapilheira recolhida foi separada de acordo com 0s constituintes:
folhas (foliolos + peciolo), estruturas reprodutivas (flores, frutos e sementes), miscelanea
(material vegetal que ndo pode ser determinado e material de origem animal) e ramos com até
2 cm de diametro. Foi determinado este limite maximo de didametro para ramos, para
padronizar a metodologia com outros estudos realizados em florestas (MONTEIRO; GAMA-
RODRIGUES, 2004; VITAL et al., 2004). Ap6s a triagem, as fracGes foram acondicionadas

em sacos de papel e levadas para secagem em estufa a 65°C, até peso constante.
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Posteriormente, cada fracdo foi pesada em balanca analitica. Através da quantidade média de
serapilheira encontrada nos coletores, foi estimada a biomassa devolvida mensal e anualmente
(kg ha™ano™) para o solo do Sistema Agroflorestal estudado (GRACA et al., 2005). Para se
determinar diferencas entre a producdo mensal e anual de serapilheira foi aplicada a analise de
variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. O teste de
Pearson foi aplicado para se verificar a correlacdo entre a precipitacdo mensal e a produgédo

mensal de serapilheira.

3.3 Estimativa do estoque de serapilheira acumulada no solo

A serapilheira acumulada na superficie do solo foi estimada utilizando-se molde
vazado de 0,5 m x 0,5 m, com 10 repeticdes, lancado aleatoriamente dentro da area do
Sistema Agroflorestal estudado. A serapilheira circunscrita na moldura foi coletada em sacos
de papel e foi empregado o mesmo procedimento de secagem, separacdo e pesagem da
serapilheira descrita no item 5.2 (GRACA et al., 2005). A técnica para coleta da serapilheira
acumulada no solo foi aplicada em intervalos de 90 dias, durante um periodo de 36 meses,
entre agosto/2011 e julho/2014. A cada 12 meses os valores obtidos foram usados para se
estimar o estoque de serapilheira anual acumulada no solo. Os valores anuais obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3.4 Analises quimicas da serapilheira acumulada no solo

As amostras coletadas de serapilheira acumulada na superficie do solo (item 5.3)
foram pesadas, moidas e enviadas para o Laboratorio de Tecidos Vegetais, da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo, no qual foram
determinados os teores dos seguites macronutrientes: nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K),
calcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) (macronutrientes); e dos micronutrientes: cobre
(Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e Zinco (Zn). Para se obter o contetdo de nutrientes, foi
multiplicada a biomassa seca depositada (serapilheira) pela concentracdo média determinada

em laboratorio, para cada nutriente.
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3.5 Estimativa da taxa de decomposicédo da serapilheira

Para estimativa da taxa de decomposicdo da serapilheira foi utilizada a equacéo
proposta por Olson (1963): K = L/X, em que K = coeficiente de decomposicdo, L = producao
anual de serapilheira e X = média anual da serapilheira acumulada. O tempo necessario para
que ocorra decomposicgéo de 50% da serapilheira (meia vida) foi estimado pela equacéo: Tos=
-In 0,5/K (REZENDE et al., 1999).

3.6 Avaliacéo da velocidade de decomposic¢ao da serapilheira

Para avaliar a decomposicdo da serapilheira foi aplicada a técnica de litterbags. As
litterbags foram confeccionadas utilizando tela de nailon de malha de 1,0 mm com medida de
20,0 cm x 20,0 cm. Cada litterbag foi preenchida com 30g de serapilheira previamente seca
em estufa a uma temperatura de aproximadamente 65°C. A serapilheira foi obtida da camada
superficial organica em diferentes graus de decomposicdo existente sobre solo do Sistema
Agroflorestal. Apos a confeccdo, 36 litterbags foram distribuidasna superficie do solo ao

redor das 10 caixas coletoras de serapilheira (Figura 3), totalizando 360 litterbags.

Figura 3: Litterbags distribuidas ao redor do coletor de serapilheira. A — vista
superior; B — vista lateral.
Fonte: Phelipe Oller

O tempo zero foi 08/2011 e, a cada trimestre, foram retiradas, aleatoriamente, trés
litterbags ao redor de cada coletor. O conteudo de cada litterbag foi examinado para retirada
de particulas de solo e, em seguida, seco em estufa a 65°C até peso constante. A massa
residual foi determinada em balanca analitica, estimando-se a velocidade de decomposicao

(g/més) desse material em relagdo ao peso inicial (30g). O percentual de material
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remanescente foi calculado com a equagéo: % Remanescente = Massa final x 100 /Massa
inicial.

Para calcular a taxa de decomposicdo (k) foi utilizada a equacdo exponencial de
primeira ordem: C = C0.-kt. Onde C ¢é a massa final das amostras; CO € a massa inicial (30g);
t, o tempo decorrido na experimentagdo (630 dias) e k a constante de decomposicdo. Para
estimar o periodo de meia vida ou periodo necessario para que 50% da biomassa seja
decomposta, foi aplicada a equacéo: to5 = In 2/k (SHANKS; OLSON, 1961).

3.7 Coleta e amostragem de Solo

Foram realizadas coletas trimestrais de solo a partir de agosto de 2011, durante dois
anos, totalizando 4 coletas por ano. A cada coleta, foram retiradas 3 litterbags de cada caixa
coletora, como mencionado no item 3.6, e o0 solo foi coletado imediatamente, no local onde se
encontravam as litterbags, apos sua retirada. Assim, foram coletadas trés subamostras de solo,
que originou uma amostra composta por coletor de serapilheira, totalizando 10 amostras
compostas de solo por coleta.

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e encaminhadas para o
Laboratdrio de Controle Biologico, Departamento de Micologia, Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). No laborato6rio, foram retiradas aliquotas para avaliacdo de atributos
fisico-quimicos, microbiologicos e estrutura de comunidades por eletroforese em gel com
gradiente desnaturante (DGGE). As amostras para as analises de DGGE foram armazenadas

em freezer a -20°C, e para as analises microbioldgicas em geladeira a 4°C.

3.8 Propriedades fisico-quimicas do solo

As andlises das propriedades fisico-quimicas do solo foram realizadas pelo
Laboratdrio de Andlises de Solo da Estagdo Experimental de Cana-de-Acucar de Carpina,
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), no qual foram determinados os teores
de: ferro (Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), fosforo (P), potencial de hidrogénio
(pH), potassio (K), sodio (Na), aluminio (Al), célcio (Ca), magnesio (Mg), hidrogénio (H),
matéria organica (M.O) e capacidade de troca catiénica (CTC), além da analise fisica do solo
para se determinar a densidade, composi¢do granulométrica e classe textural. Os resultados
dos teores quimicos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo

teste de Tukey a 5% de significancia.
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3.9 Teor de umidade dos solos

O teor de umidade dos solos foi determinado pelo método tradicional de secagem em
estufa, que consistiu na retirada de fragcdes representativas das amostras de solo e estas foram
colocadas em recipientes metélicas, pesadas e postas para secar na estufa a uma temperatura
de aproximadamente 105 °C. Apds 24 horas, as amostras secas foram pesadas novamente e 0s
resultados foram aplicados na seguinte formula para se obter o teor de umidade: U%= [(Pu -
Ps)/Ps]*100; Onde:U% = Teor de umidade da amostra; Pu = Peso Umido da amostra; Ps =
Peso seco da amostra. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.10 Respiracdo microbiana do solo - evolugdo de CO2

A amostragem e a coleta de solo seguiram-se como descrito no item 3.7., porém, o
tempo de coleta foi ampliado para 3 anos, totalizando 12 coletas. Assim foi possivel
correlacionar a respiracdo microbiana do solo com a serapilheira acumulada no solo através
do teste de correlacdo de Pearson.

A respiracdo microbiana do solo foi determinada pelo método descrito por Grisi
(1978), por meio da quantificagdo do dioxido de carbono (CO,) liberado no processo de
respiracdo microbiana durante 7 dias de incubacdo. O peso do solo seco foi determinado pelo
método tradicional através de secagem em estufa, na qual a amostra foi mantida em
temperatura entre 105°C e 110°C, até peso constante.

Das amostras coletadas retirou-se o equivalente a 50 g de solo que foram previamente
peneirados e colocados em copos plasticos. Estes foram transferidos para recipientes de vidro
com tampa rosqueavel contendo 15 mL de &gua destilada para manutencdo da umidade.
Também, recipientes plasticos (tipo filme fotografico) contendo 10 mL de KOH (0,5 N)
foram transferidos para os frascos de vidro. Como controle (branco) foram montados dois
recipientes apenas com KOH, sem o solo. Os frascos foram fechados e vedados com
parafilme, e incubados por 7 dias. Apos o periodo de incubagéo, o contetido dos recipientes
contendo KOH foi transferido para frascos de Erlenmeyer para o procedimento de titulacéo.

A quantificacdo do CO, foi feita adicionando ao KOH duas gotas de fenolftaleina
(1%), tornado a coloracdo rosa e titulando com HCI 0,1 N até a viragem para incolor,

anotando o quantidade de HCI gasta. Em seguida, foram adicionadas duas gotas de alaranjado
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de metila (0,1%) tornando a coloracdo amarelada e novamente titulou-se com HCI até a
viragem para salmao, anotando-se a quantidade de HCI gasta.

Os valores de HCI gasto foram aplicados na seguinte formula:

mg CO; = (VAM amostra — VF amostra) — (VAM branco — VF branco) x 5,866,
Onde:

VAM-= volume gasto de HCI na titulacdo com alaranjado de metila
VF= volume gasto de HCI na titulacdo com fenolftaleina

5,866 = normalidade do HCI x Equivalente grama do CO, X 2 X %

Os resultados foram expressos em: mg CO, g™ solo seco h™ e foram submetidos &
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.11 Isolamento e identificacdo de fungos filamentosos

A diluicdo usada para o isolamento de fungos em placa de Petri e a concentracdo do
antibidtico utilizada no meio de cultura suficiente para inibir completamente o aparecimento
de bactérias foi estabelecida por Costa (2011) para este mesmo sistema agroflorestal.

O isolamento de fungos filamentosos foi realizado segundo a técnica de Clark (1965),
no qual 259 de solo foram adicionados a 225 mL de &gua destilada esterilizada.
Posteriormente foram feitas diluicdes seriadas de 1:10 até a diluigdo de 10, Desta foi retirado
1mL e inoculado em meio de cultura Agar Sabouraud (AS) (g/L de &gua destilada: 40
dextrose, 10 peptona, 15 &gar) com pH ajustado em 5.5, acrescido de cloranfenicol
(170mg/mL) e rosa de bengala (0,05g/L). O experimento foi realizado em triplicada. As
placas foram incubadas a 27°C + 2°C em condi¢6es de laboratdrio por no maximo 10 dias.

Apbs crescimento das coldnias, a densidade de fungos foi determinada por meio de
contagem direta em placa e os resultados expressos em Unidades Formadoras de Colbnia por
grama de solo (UFC/g de solo). Foi calculada a média das UFC contadas nas triplicatas de
placas por ponto e com os resultados foram calculadas as medias, para cada coleta, das UFC
entre 0os 10 pontos amostrados. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Foi realizado o teste de
correlacdo de Pearson entre a densidade de fungos e a precipitacdo pluviométrica mensal. Os
valores de precipitagdo do municipio de Abreu e Lima, Pernambuco, foram obtidos no site da
Ageéncia Pernambucana de Aguas e Clima (APAC, 2014).
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Posteriormente, foi realizada uma triagem em cada placa, onde foram observadas as
caracteristicas morfologicas das colonias e caracteristicas dos esporos (tamanho,
ornamentacdo, forma). Dos fungos que apresentavam caracteristicas iguais, crescidos na
mesma placa, foi selecionado apenas um para ser repicado para meio de cultura AS com
cloranfenicol (170mg/mL) até a obtengdo das coldnias axénicas. Estas foram armazenas em
geladeira a 4°C até a completa identificacéo.

Para identificacdo, as coldnias que estavam em geladeira foram repicadas para meio
especifico e mantidas em temperatura ambiente (27 + 2°C) para crescimento da colénia. O
tempo de crescimento variou de acordo com a espécie. No processo de identificacdo, foram
observadas caracteristicas macroscépicas (coloracdo, aspecto e diametro das coldnias) e
microscopicas (microestruturas somaticas e reprodutivas). Para o estudo dos aspectos
microscopicos foi realizado o cultivo sob laminula, em que laminulas (18x18 mm)
previamente esterilizadas sdo colocadas sobre o meio de cultura sélido em Placa de Petri e 0
fungo é inoculado ao redor dessas laminulas. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente (27 + 2°C) por aproximadamente sete dias. Em seguida, as laminulas do cultivo
foram retiradas, invertidas e colocadas sobre ldaminas de vidro, contendo uma gota de corante
Azul de Amann. Para identificacdo foi consultada literatura especifica (RAPER; THOM,
1949; RIFAI, 1969; ELLIS, 1971, 1976; RAPER; FENELL, 1977; CARMICHAEL et al.,
1980; SUTTON, 1980; PITT, 1988, 1991; DOMSCH et. al., 2007; SAMSON; FRISVAD,
2004).

Para estimular a esporulacdo fungica, algumas técnicas recomendadas pela Micoteca
URM foram utilizadas, entre elas: exposicdo a luz UV (exposi¢do de 1min. e 2min. do indculo
e da coldnia com cinco de dias de crescimento); incubagdo no escuro; uso de diferentes meios
de cultura: Agar Extrato de Malte (g/L de agua destilada: extrato de malte 20, peptona 1,
dextrose 20 e 4gar 16); Agar agua (g/L de 4gua destilada: 4gar 16); Agar tomate (suco de
tomate 50ml, &4gua destilada 50mL e &gar 16 g), Czapek (g/L de agua destilada: Nitrato de
Sodio 3, Fosfato de Potéssio 1, Sulfato de Magnésio 0.5, Cloreto de Potassio 0.5, Sulfato de
Ferro 0.01, Sacarose 30 e Agar 16; BDA (g/L de agua destilada: Batata 170, Dextrose 20 e
Agar 16).

A identificacdo foi baseada em literatura especializada, e contou com o auxilio de
profissionais da Micoteca URM do Departamento de Micologia, Centro de Ciéncias
Bioldgicas (CCB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em Recife, Pernambuco,
Brasil.
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3.12 Analise da diversidade de fungos filamentosos de solo

A partir da identificacdo das espécies de fungos presentes no solo de sistema
agroflorestal foram determinados os seguintes indices ecolégicos:

Diversidade de Shannon-Wiener (H”)

O indice Shannon-Wiener (H’) foi calculado utilizando a seguinte formula:
H =- Z pi(log pi)

Onde: pi = ni/N; N = ndmero total de individuos amostrados; ni = ndmero de
individuos amostrados do grupo taxondémico i; In = logaritmo neperiano (SHANNON;
WEAVER, 1949). O termo individuo representa as unidades formadoras de coldnias (UFC)
obtidas no isolamento de fungos filamentosos de solo de sistema agroflorestal.

Equitabilidade de Pielou (J°).

A equitabilidade de Pielou (J) foi calculada utilizando a seguinte formula:
= 2
Hnmc‘

Onde: H’maximo ¢ a diversidade maxima possivel que pode ser observada se todas as
espécies de fungos filamentosos apresentarem igual abundancia. H’ maximo = log S, onde: S
= numero total de espécies de fungos amostradas (PIELOU, 1977). O indice de equitabilidade
de Pielou varia de 0 (menor uniformidade) a 1 (maior equitabilidade).

Dominancia de Berger-Parker (d)

A Dominancia de Berger-Parker foi calculada utilizando a seguinte férmula:
N

d=—mx

Ny

Onde: Nmax é o nimero de UFC da espécie mais abundante e NT é o nimero total de
UFC na amostra.

Os indices de Diversidade de Shannon-Wiener (H), Equitabilidade de Pielou (e) e
Dominancia de Berger-Parker foram calculados utilizando o programa PAST 2.17c
(HAMMER et al., 2013).
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Riqueza de Espécies

A riqueza de espécie consiste no numero total de espécies (S) de fungos filamentosos
em uma unidade amostral.

3.12.1 Estimativa de riqueza

Para estimar a maxima riqueza de espécies de fungos filamentos de solo de sistema

agroflorestal foram aplicados os seguintes indices:

Jackknife 12 Ordem (S;ack1) € a funcéo do nimero de espécies que ocorre em uma e somente
uma amostra, as quais s&o denominadas espécies Unicas. E dado pela formula: Syaa= Sobs +
L(a-1/a), onde Sqps = NUmero total de espécies observadas em todas as amostras; L = nimero

de espécies que ocorrem s em uma amostra (espécies Unicas); a = nimero de amostras.

Jackknife 22 Ordem (S;ack2) € a funcdo do numero de espécies que ocorre em uma amostra
(Gnicas), bem como do numero de espécies que ocorre em duas amostras (duplicatas)
(COLWELL; CODDINGTON, 1994). E dado pela formula: Syck1= Sops + [L(2a-3/a) — D(a-
2)*/a(a-1)], onde Ses = nmero total de espécies observadas em todas as amostras; L =
nimero de espécies que ocorre s6 em uma amostra (Unicas); D = namero de espécies que
ocorre s6 em duas amostras (duplicatas); a = nUmero de amostras.

Os estimadores foram calculados com auxilio do programa EstimateS 9.10 Colwell
(2013). Foram calculados intervalos de confianga de 95% associados aos valores estimados.

3.12.2 Modelos de abundancia de espécies

Para identificar a estrutura da comunidade, foram testados modelos hipotéticos de
distribuicdo de abundancia das espécies (geométrico, série logaritmica, lognormal) utilizando-
se 0 logaritmo na base 10 (logip). O teste de Quiquadrado (XZ) foi aplicado para testar a
significancia da distribuicdo das abundancias das especies em cada modelo, onde um valor
abaixo do nivel de probabilidade de 95% (P < 0,05) indica a auséncia de ajuste ao modelo. O
ajuste foi calculado utilizando o programa PAST 2.17¢c (HAMMER et al., 2013).
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3.13 Analise da estrutura das comunidades fungicas em solo de sistema agroflorestal

3.13.1 Extracao do DNA total do solo

O acesso a comunidade de fungos independentemente do isolamento e cultivo foi feito
pela técnica de PCR-DGGE, na qual as amostras compostas de solo tiveram o DNA total
extraido de acordo com Griffiths et al. (2000). Assim, 0,5 g de solo foram colocados em tubos
de microcentrifuga ao qual foram adicionados 500 pl de tampdo CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide), 500 ul de fenol-cloroformio-alcool isoamilico
(25:24:1 viviv, pH 8) e 0,5 g de pérolas de vidro. O tampdo de extracdo CTAB foi preparado
misturando-se volumes iguais de CTAB a 10% (peso/vol) dissolvido em NaCl 0,7 M com
tampdo fosfato de potassio 240 mM, pH 8,0, resultando em tampdo fosfato 120 mM com 5%
CTAB e pH 8.

Os tubos foram levados ao homogeneizador FastPrep® e agitados a velocidade de
5,5 m/s por 30 seg, para lise mecanica das células, posteriormente, a suspensdo foi resfriada
em gelo por 1 min e centrifugada a 14.000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e adicionado de igual volume de cloroférmio-
alcool isoamilico (24:1), homogeneizado e centrifugado por 5 min.

O DNA extraido foi precipitado com a adicdo de acetato de sédio 3M (0,1 v) e
isopropanol (0,6 v), em banho de gelo, por 2 h. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
a 14.000 rpm por 10 min, o sobrenadante completamente removido e o pélete lavado com 0,5
mL de etanol 70%. O DNA foi dissolvido em 30uL de &gua ultra pura esterilizada e
armazenado em freezer a -20°C até sua utilizacao.

A extracdo do DNA total do solo foi confirmada e quantificada por eletroforese em gel
de agarose 1,0 % em tampdo TAE 1x.

3.13.2. Amplificacédo do rDNA 18S por PCR (Polimerase Chain Reaction)

O DNA do solo foi amplificado pela reacéo de polimerizagédo em cadeia (PCR) usando
um par de primers (iniciadores) (Tabela 2) para amplificar a regido 18S do rDNA de fungos,
gerando fragmentos de aproximadamente 350 pares de bases (pb).
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Tabela 1: Primers usados para amplificar a regiao 18S rDNA de fungos de solo.

Primer *Sequéncia Referéncia
5'-CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CcCG

GCFung MAY et al. (2001)
CCCCCGCCCCATTCCCCGTTACCCGTT G-3'

NS1 5-GTAGTC ATATGC TTG TCT C-3' WHITE et al. (1990)

* Letras sublinhadas representam as 40 bases de nucleotideos que compde o GC clamp, bases
necessarias para a electroforese em gel com gradiente de desnaturacdo (DGGE).

A solucédo de reacdo de PCR foi preparada utilizando 12,5uL do Kit Top Taq Master
Mix (Quiagen®), 0,5uL dos iniciadores GCFung e NS1, 25ng de DNA e completou-se com
agua ultra pura esterilizada para um volume final de 25uL. Para o sucesso da amplificacdo do
DNA fez-se necessario a diluicdo das amostras em agua ultra pura na concentragédo 1:50.

A amplificacdo foi conduzida em termociclador programado para uma desnaturacéo
inicial por 8 min a 95°C, seguida de 35 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 60°C e 1 min a 72°C; apds
os ciclos, uma extenséo final de 10 min a 72 °C. O produto da PCR foi verificado, juntamente
com marcador de peso molecular 1 kb (Fermentas), em gel de agarose 1%, corado com
GelRed e fotodocumentado em luz Ultra Violeta (UV).

3.13.3. Eletroforese em gel com gradiente desnaturante — DGGE

Os produtos de PCR fungicos foram separados em gel de acrilamida a 6% com
gradiente desnaturante variando de 20 a 30%. O gel foi preparado utilizando duas solucGes
desnaturantes com volumes proporcionais, sendo a primeira solugdo com 3 ml de solugéo
acrilamida 40% (v/v); 0,4 ml de 50 x TAE, 1,6 ml de solucdo de formamida e 1,68 g de uréia,
completando 20 ml com agua deionizada. Assim, a solucdo final ficou com 6% (peso/v) de
solugdo acrilamida com 20% de desnaturante e a segunda solucdo com 3 ml de solucao
acrilamida 40% (v/v); 0,4 ml de 50 x TAE, 2,4 ml de solucdo de formamida e 2,52 g de uréia.
A solucdo foi completada com &gua deionizada para 20 ml. Assim, a solugéo final ficou com
6% (peso/v) de solucédo acrilamida com 30% de desnaturante.

O gel foi vertido verticalmente entre duas placas de vidro previamente limpas com
alcool e separadas por dois espacadores de 1 mm. Imediatamente antes da montagem do gel,
200001 de solugdo de persulfato de amoénio 0,1% (peso/v) e 20ul de TEMED
(Tetramethylethylenediamine) foram adicionados a cada 20 ml de solucdo, como agentes
polimerizantes. Por ultimo, foi acoplado o pente para formacdo dos pogos. Os géis foram
mantidos em geladeira a 4°C por 16 h para completa polimerizacdo (MALOSSO et al., 2006).
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As placas contendo o gel foram colocadas em um suporte apropriado e levado a cuba
de DGGE. Na cuba foram colocados 7 L de agua deionizada e 140 ml de TAE 50x.
Apds a temperatura atingir 60°C, 25 pL de cada produto de PCR foi aplicado no gel
juntamente com 7 pL de tampéo de corrida (azul de bromofenol 0,05%, sacarose 20%, 0,05
mM de EDTA, xilenocianol 5%). A eletroforese foi realizada a 60°C, com voltagem de 200
V, durante aproximadamente 4 h. Em seguida, o gel foi retirado da cuba e corado com SYBR
Green | Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen).

As imagens obtidas das bandas foram analisadas no software Quantity One (Quantity
One Quantitation Software versdo 4.4.0, The Discovery Series, BioRad). A partir de variaveis
binarias geradas pelo Quantity One, foi realizado o céalculo de similaridade com o coeficiente
DICE (Sorensen) e construido o dendrograma pelo método de agrupamento UPGMA
utilizando o programa PAST 1.7 (HAMMER et al., 2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Dinamica de serapilheira e respiracdo microbiana de solo em sistema agroflorestal

Producao de serapilheira

A producdo total de serapilheira foi de 8.077 kg.ha™ no primeiro ano (agosto de 2011
a julho de 2012), 8.486 kg.ha™ no segundo ano (agosto de 2012 a julho de 2013) e 8.586
kg.ha terceiro ano (agosto de 2013 a julho de 2014), ndo apresentando diferenca estatistica
entre os anos de avaliacdo. A producdo de serapilheira no sistema agroflorestal corresponde a
faixa de producdo de florestas tropicais, listadas por Brown e Lugo (1982), entre 1.000 e
15.300 kg.ha™. Em recente revisdo Zhang et al. (2014) indicam que a producdo média para
florestas tropicais é de 7.000 kg ha™ a™. Resultados semelhantes foram encontrados na Bacia
Amazonica Brasileira por Sanches et al. (2008); na Mata Atlantica por Sousa-Neto et al.
(2011) e em floresta tropical de encosta na Costa Rica por Celentano et al. (2010).

O grande aporte de serapilheira e nutrientes aos solos dos SAFs é produto da alta
diversidade vegetal, incluindo seu componente arboreo. O dossel formado pela diversidade de
espécies vegetais proporciona cobertura do solo através da deposicdo de camada densa de
matéria orgénica, gerada continuamente pela queda de folhas e ramos das diferentes culturas,
contribuindo para conservar o solo e manter sua fertilidade e produtividade.

Em sistema agroflorestal, a presenca da serapilheira protege o solo contra exposicdo
direta a radiacdo solar e flutuacdes de temperatura e de umidade que poderiam prejudicar o
estabelecimento das culturas, acarretando sérios problemas de manejo, principalmente, nas
regides tropicais e subtropicais. Também € um banco natural de grande diversidade de
sementes e abriga inUmeras espécies de microrganismos que atuam diretamente nos processos
de decomposicéo e incorporacdo do material fornecendo nutrientes ao solo (SCHUMACHER
et al., 2004; JOSE, 2009). Este processo é essencial para garantir a fertilidade do solo, uma
vez que o sistema agroflorestal estudado néo utiliza fertilizantes agricolas.

O sistema agroflorestal apresentou producdo anual de serapilheira superior aos
encontrados em diferentes fitofisionomias do bioma da Mata Atlantica, podendo indicar que o
sistema agroflorestal tende a se comportar como uma floresta nativa quanto ao aporte de
serapilheira. Estudos em Floresta Ombroéfila Densa estimaram produgdo anual de serapilheira
de 8.600 kg ha™ no nordeste do estado brasileiro de Sergipe (WHITE et al. 2013) e Sousa-
Neto et al. (2011) encontraram variacdo na producéo de serapilheira de acordo com a altitude

em que as areas de Mata Atlantica no litoral de Sdo Paulo se encontravam em relagéo ao nivel



Costa, Phelipe M. O. — Dindmica de serapilheira e diversidade de fungo... 50

do mar (100m, 400m e 1000m), respectivamente, 8.400 kg ha™, 7.400 kg ha™ e 5.500 kg ha™.
Em Floresta Ombrofila Mista na costa do nordeste do estado do Parana, a producdo de
serapilheira foi estimada em 6.400 kg ha™ a* (SCHEER, 2009) e no estado do Rio Grande do
Sul, Backes et al. (2005) estimaram 10.306 kg ha™ a*. Segundo Scheer (2009), florestas
tropicais e subtropicais, como a maioria das formacdes de Floresta Ombrofila Densa e Mista,
apresentam solos com baixa fertilidade e é devido ao eficiente processo de ciclagem de
nutrientes que ocorre nas camadas mais superficiais do solo que sua produtividade é
garantida.

Comparando estudos de producdo de serapilheira em sistemas agroflorestais
implantados em Florestas Tropicais brasileiras, os resultados se diferenciam. Martius et al.
(2004) avaliaram a sustentabilidade dos sistemas agroflorestais na Amazonia a partir da
dindmica e decomposicdo da serapilheira. A producdo de serapilheira foi medida em quatro
areas na Amazonia central: uma floresta primaria, floresta secundaria (13 anos), e duas areas
de sistema de policultivo. A produgdo média anual de serapilheira em floresta priméria
(imperturbavel) foi 8.400 kg ha™ a™*, semelhante a uma das areas de policultivo (8.300 kg ha™
a'), porém menor que a floresta secundaria (7.400 kg ha™® a') e no segundo local de
policultura (6.500 kg ha™* a™). Corréa et al. (2006) avaliaram a producdo anual de serapilheira
de uma agrofloresta multiestratificada (espécies frutiferas e florestais) e encontraram uma
producdo de 4.020 kg ha™, resultados inferiores aos valores observados por Arato et al. (2003)
em sistema agroflorestal com 10 anos de implementacdo para recuperacdo de areas
degradadas, em que foi estimada a producdo anual de serapilheira em 10.165 kg ha™.

A variagdo da producéo de serapilheira nos diferentes estudos pode estar relacionada
com o tipo de solo, clima, composi¢do e idade da comunidade vegetal (MARTIUS et al.,
2004). Cada espécie de planta possui caracteristicas especificas, tais como fisiologia, estrutura
e arranjo das folhas, teor de clorofila e distribuicdo de carboidratos, influenciando a
composicao e qualidade da serapilheira.

A producdo de serapilheira foi ocorreu durante todo o ano, com variagdes mensais de

deposicéo (Figura 4).
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Figura 4: Precipitagdo mensal acumulada (mm) no municipio de Abreu e Lima — PE e aporte mensal
de serapilheira (kg.ha™) em sistema agroflorestal.
Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A deposicdo mensal de serapilheira apresenta comportamento influenciado pela
precipitacdo pluviométrica mensal. Zhang et al. (2014), indicaram que a precipitacdo e
radiacdo solar foram fatores limitantes para a regulacdo da producdo de serapilheira em
florestas tropicais. Os dados demostram duas estacdes bem definidas, de estiagem e de chuva,
variando a quantidade de meses que compfem cada estagcdo, podendo apresentar periodos
mais longos de estiagem ou chuvosos (Figura 4). No periodo de avaliacdo, junho de 2012
apresentou a maior precipitacdo e a menor deposicdo de serapilheira, e outubro apresentou a
maior deposicdo de serapilheira e baixo indice pluviométrico.

A deposicao de serapilheira apresentou correlagdo moderada negativa (r = -61) com a
precipitacdo pluviométrica, indicando que o decréscimo da pluviosidade acarreta aumento da
deposicdo da serapilheira. Assim, a producdo mensal de serapilheira estd diretamente
relacionada com a precipitacdo. Os periodos de estiagem foram caracterizados pela maior
producdo de serapilheira, ou seja, com a redugdo das chuvas ocorre diminuicdo da
disponibilidade de agua no solo, acarretando estresse hidrico as especies vegetais do sistema
agroflorestal que, em resposta, aumentam a queda das folhas para diminuir a superficie de
transpiragdo (VALENTINI et al., 2008; ZHANG et al., 2014). Para as florestas tropicais, as
maiores producOes de serapilheira foram encontradas principalmente na primavera ou no
inverno, o que corresponde a estacdo seca (VITAL et al., 2004; DAWOE et al., 2010;
ZHANG et al., 2014).

A menor producdo de serapilheira detectada no periodo chuvoso pode estar ligada a
fatores fisiolégicos da planta. O brotamento sazonal das folhas é uma caracteristica das

florestas tropicais, e € promovida quando ha um aumento na disponibilidade de agua e luz
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(MORELLATO et al., 2000). Com a ocorréncia das chuvas, ha aumento da disponibilidade de
agua, que induz a planta ao brotamento de novas folhas (renovacdo foliar), fazendo com que a
planta potencialize o processo de fotossintese, produzindo e acumulando reservas nutritivas
para desencadear todos os fenémenos ciclicos das arvores nesse periodo de maior suprimento
hidrico.

Os resultados encontrados para o sistema agroflorestal no presente estudo s&o muito
semelhantes aos encontrados por Espig et al. (2009) em area relativamente proxima a deste
estudo, com vegetacdo remanescente de Mata Atlantica preservada na formacao de Floresta
Ombréfila Densa, localizada na regido metropolitana do Recife, PE. O total anual de material
aportado foi de 10.070 kg.ha™, com maior deposicdo nos periodos de estiagem, com picos de
deposicdo nos meses de outubro e setembro, sendo a deposicdo de serapilheira inversamente
relacionada (r = -0,55) a precipitacdo média anual. Assim, pode-se inferir que o sistema
agroflorestal comporta-se como uma floresta de Mata Atlantica, quanto ao aporte de
serapilheira.

Fracdes da serapilheira aportada

A fracdo foliar foi predominante em ambos os anos de amostragem, sendo 6.569
kg.ha™ (81.3%), 6.946 kg.ha™ (81.8%) e 7.180 (83.6 %) kg.ha™, nos respectivos anos. Esses
percentuais sdo maiores do que os sugeridos por Zhang et al. (2014) (63-73%) para oS
ecossistemas florestais e por Chave et al. (2010) (71%) para a florestas tropicais na América
do Sul.

A producdo desta fracdo depende principalmente das espécies e idade das arvores
(ZIMMERMANN et al., 2002), mas a maioria dos estudos descrevem a fragdo foliar como
principal componente, que pode contribuir para 70% ou mais dos materiais adicionados a
serapilheira (ARATO et al., 2003; MARTIUS et al., 2004; VITAL et al., 2004;. DAWOE et
al., 2010). Esse percentual esta acima do valor de 70% sugerido para ecossistemas florestais
(MEENTMEYER et al., 1982). Segundo Zimmermann et al. (2002), a producéo desta fracéo
depende, principalmente, das espécies e da idade das arvores. Por ser seu maior componente,
a producé@o mensal da fracdo foliar acompanha, basicamente, o padréo de produgdo mensal da
serapilheira total. O material foliar € o mais expressivo em quantidade de nutrientes, o que
evidencia a importancia dessa fracdo na devolucdo de nutrientes para o solo (CHAVE et al.,
2010; DAWOE et al., 2010).

A diversidade de espécies de plantas dentro de um sistema agroflorestal é

determinante para a formacdo da serapilheira ja que diferentes coberturas vegetais presentes
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no solo podem formar serapilheira em quantidade e qualidades diferentes, o que resulta em
diferencas na fertilidade do solo. Assim, a organizacdo homogénea ou heterogénea do sistema
florestal ou agroflorestal confere a serapilheira uma diversidade de residuos que determina
uma maior diversidade de nichos para a comunidade de decompositores a ela associados. A
producdo de serapilheira é um processo dinamico e continuo no decorrer do ano, podendo
apresentar variagdes, constituindo a principal fonte de nutrientes para a manutencdo da
vegetacdo, sendo que a quantidade produzida nas diferentes épocas depende do tipo de
vegetacdo considerada.

As folhas constituiram a fracdo mais representativa na formacdo da serapilheira,
seguidas por ramos, estruturas reprodutivas e miscelanea. Em todos os meses avaliados, a
fracdo foliar ficou acima de 70%, alcancando valor méaximo (93%) em outubro de 2012
(Figura 5). Os resultados mostram que ocorre queda continua de folhas ao longo do ano,
porém, com variacfes na quantidade, apresentando maiores volumes nas estacfes de
estiagem. Uma das caracteristicas da floresta tropical e subtropical umida é a producdo de
serapilheira, com maximos valores na estacao seca, sendo a folha a fracdo mais importante da
serapilheira.
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Figura 5: Aporte mensal de fragdes de serapilheira (kg.ha®) em area de Sistema Agroflorestal.
Primeiro ano (agosto de 2011 a julho de 2012), Segundo ano (agosto de 2012 a julho de 2013) e
terceiro ano (agosto de 2013 a julho de 2014).

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

Serapilheira acumulada no solo e respiracdo microbiana
A média de serapilheira acumulada foi de 5.407 kg.ha™ para o primeiro ano
(agosto/2011 a maio/2012), 6.375 kg.ha™ para o segundo ano (agosto/2012 a maio/2013) e de

6.051 para o terceiro ano (agosto/2013 a maio/2014) de avaliacdo, ndo apresentando diferenca
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estatistica (Tukey 5%) entre os anos. A variacdo encontrada na serapilheira acumulada entre
0s anos de pesquisa é uma resposta a pluviosidade. Em anos que o periodo de estiagem é mais
prolongado as plantas do sistema aumentam a queda das folhas para diminuir a perda de agua,
além de atrasar o periodo de brotamento de folhas novas que é influenciado pela maior
disponibilidade de &gua.

Os valores de serapilheira acumulada no sistema agroflorestal estdo de acordo com os
relatados por Vital et al. (2004) em Floresta Semidecidua no Sudeste do Brasil (6.227,3 kg.ha™
1) e em floresta de transicio Amazonia-Cerrado no norte de Mato Grosso (6.494 kg.ha™)
(SILVA et al., 2009). A serapilheira acumulada sobre o solo tem importante papel na
dindmica dos ecossistemas, uma vez que corresponde ao reservatério de nutrientes e matéria
organica e as transformacfes que ocorrem neste compartimento sdo responsaveis pela maior
parcela do fluxo de energia dentro de ecossistemas (MACEDO et al., 2008).

No sistema solo-planta, os nutrientes estdo em estado de transferéncia continuo e
dindmico em que as plantas retiram os nutrientes do solo e 0S usam nos Seus Processos
metabolicos, retornando-os para o solo naturalmente como serapilheira em sistema sem
manejo, ou através de podas em alguns sistemas agroflorestais. A importancia desse ciclo que
se forma entre a comunidade de organismos e 0 seu meio € evidenciada nas florestas que se
mantém em areas com solos de baixa fertilidade (SCHUMACHER et al., 2003; MARTIUS et
al., 2004).

A acumulacao de serapilheira é varidvel de acordo com o ecossistema considerado e
seu estadio sucessional. Em sistemas agroflorestais também ocorre variacdo na acumulacéo de
serapilheira, apresentando diferentes resultados de acordo com a organizacdo do sistema em
estrutura espacial, componentes vegetais e funcdo dos diferentes componente dentro do
sistema. Arato et al. (2003) estimaram a deposicdo anual de serapilheira em 8.700 kg.ha™ em
sistema agroflorestal composto por espécies arbdreas nativas e frutiferas em Minas Gerais.
Corréa et al. (2006), em sistema agroflorestal multirestratificado, observaram diferenca na
deposicdo de serapilheira entre as coberturas vegetais estudadas (espécies frutiferas e
madeireira).

A serapilheira acumulada, ao longo dos trés anos de experimento, ndo apresentou
diferenca estatistica entre as épocas de coleta (Figura 6), demostrando que o sistema apresenta
cobertura de serapilheira permanente sobre o solo. Os valores constantes de serapilheira
acumulada ao longo do tempo mostram que o sistema é menos suscetivel aos regimes de
precipitacdo pluviométrica que monoculturas, que ndo apresentam cobertura vegetal,

principalmente em periodos mais longos de estiagem. A presenca da serapilheira auxilia na
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atenuacdo da influéncia desses fatores, devido ao aumento da capacidade de retencdo de agua
e diminuicdo da evaporacao.

A cobertura permanente de serapilheira no solo é proveniente de diversas espécies
vegetais que compde o sistema, e influenciou diretamente na constancia da taxa de respiracdo
microbiana, que ndo apresentou diferenca entre os periodos avaliados (Figura 6). Segundo
Grayston et al. (2001), solos com teor elevado de matéria organica tendem a manter a
populacdo microbiana mais estavel ao longo de um periodo, provavelmente em decorréncia da
riqueza de nichos ecoldgicos e heterogeneidade das fontes de carbono.

A taxa de respiracdo microbiana apresentou correlacdo moderada negativa (r = -63)
com a serapilheira acumulada no solo, indicando que o aumento da atividade microbiana
acarreta diminuicdo da serapilheira acumulada no solo, mostrado no periodo de coleta de
maio de 2012. Neste periodo ocorreu a menor quantidade de serapilheira acumulada (4.515
kg.ha™) e maior valor de respiracdo microbiana (21,97 ug C-CO, g solo seco™.dm?solo™),
indicando alta atividade microbiana (Figura 6).
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Figura 6: Serapilheira acumulada sobre o solo de Sistema Agroflorestal e respiracdo microbiana. As
médias de serapilheira acumulada seguidas pela mesma letra (barra) ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

O aumento da atividade microbiana é decorrente de maior variedade de detritos (restos
de folhas e raizes) com diferentes caracteristicas quimicas disponiveis aos microrganismos
decompositores. Uma vez que 0s grupos de microrganismos variam em suas capacidades
bioquimicas de explorar diferentes recursos, maior variedade de detritos permite melhor
aproveitamento dos diferentes recursos por uma ampla gama de microrganismos, acelerando o

processo de liberacdo de nutrientes para o solo (COTRUFO et al., 2013).
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Os dados mostram também que a respiracdo do solo foi maior nos meses de seca e
menor nos meses de chuva, apresentando correlagdo positiva moderada (0.61) com a umidade
do solo. As variacdes sazonais na disponibilidade de agua (umidade do solo e precipitacdo)
tem uma profunda influéncia sobre a producdo de serapilheira, respiracdo do solo e
decomposicgéo da serapilheira (VALENTINI et al., 2008). Sayer et al., (2011) indicam que a
decomposi¢do microbiana e a respiracdo heterotrofica sdo inibidas em condigdes de seca,
reduzindo a liberacdo C do solo.

Porém, as arvores respondem ao estresse hidrico aumentando a queda de folhas,
resultando em um aumento de serapilheira acumulada no solo, como visto neste estudo. Com
0 aumento das chuvas e retorno das condicdes favoraveis, a serrapilheira que foi acumulada,
pode ocasionar o efeito de “priming” positivo, o qual ocorre quando a adigdo de material
organico estimula atividade da microbiota do solo que, além de consumir todo o carbono
adicionado, também pode degradar a matéria organica nativa do solo (KUZYAKOV, 2010;
SAYER, et al., 2011). Estes resultados indicam que a estrutura da comunidade microbiana do

solo sofre alteracGes em resposta a serapilheira.

Decomposic¢ao da serapilheira

O acompanhamento da producdo de serapilheira e de sua acumulagdo sobre o solo
permitiu calcular a taxa de decomposicdo (constante K) que, indiretamente, representa a
velocidade com que os nutrientes do compartimento da serapilheira estocada sobre o solo
tornam-se disponiveis (OLSON, 1963). As taxas de decomposicdo da serapilheira estimadas
para o sistema agroflorestal para o primeiro, segundo e terceiro ano de avaliagdo foi
respectivamente, 1.49, 1.33 e 1.42. As taxas de decomposicdo sdo consideradas altas,
caracteristicas de florestas tropicais, que apresentam valores maiores que 1 (VITAL et al.,
2004; SILVA et al., 2009). Resultados proximos ou superiores a de florestas naturais indicam
que o sistema de manejo agricola estudado é eficiente quanto a decomposic¢éo da serapilheira,
disponibilizando mais rapidamente os nutrientes no solo, contribuindo para a fertilidade do
solo.

As taxas de decomposi¢do encontradas no presente estudo estdo de acordo com
Monteiro e Gama-Rodrigues (2004), os quais afirmam que o acumulo de serapilheira na
superficie do solo é mediado pela quantidade de material que cai da parte aérea das plantas e
por sua taxa de decomposicdo. Este processo, segundo Scheer (2009), é essencial para a
manutencdo da fertilidade do solo e produtividade do ecossisitema, uma vez que a
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decomposicdo da serapilheira resulta no acimulo de matéria orgénica do solo e liberagdo de
nutrientes para a o solo, que podem ser utilizados pela vegetacao.

Os tempos necessarios para decomposicdo de 50% (tos) e 95% (toes) foram,
respectivamente, de 0,46 anos (169 dias) e 2,01 anos (723 dias) para o primeiro ano, de 0,52
anos (187 dias) e 2,25 anos (811 dias) para o segundo e de 0,49 anos (176 dias) e 2,11 anos
(761 dias) para o terceiro ano. A maior taxa de decomposic¢éo de serapilheira no primeiro ano
foi devida a menor deposicdo e acumulacdo de serapilheira sobre o solo. As taxas de
decomposicdo da serapilheira sdo consideradas rapidas se os coeficientes de decomposicéo,
na condicdo de equilibrio dindmico (K), sdo maiores que 1,0 (OLSON, 1963). A manutencéo
dos sistemas naturais ou agroflorestais depende da ciclagem de nutrientes via producdo e
decomposicdo da serapilheira, sendo essencial na restauracdo da fertilidade do solo em éareas
em inicio de sucessdo (SCORIZA et al., 2012). Portanto, a velocidade com que os nutrientes
presentes no solo vao ser reciclados vai influenciar diretamente na produtividade primaria do
sistema.

O sistema agroflorestal apresenta aporte e acumulacdo de serapilheira dentro da faixa
esperada para florestas tropicais e particularmente semelhante ao de Mata Atlantica. O aporte
é influenciado pela precipitagdo pluviométrica, sendo maior na estagdo de seca. A massa de
serapilheira acumulada sobre solo tem pouca variagdo ao longo do ano, assim como a
atividade microbiana (respiracdo). A taxa de decomposi¢do da serapilheira é alta, portanto, o

sistema agroflorestal apresenta dindmica de serapilheira semelhante a de Mata Atlantica.

4.2 Riqueza e abundancia da micobiota de solo de sistema agroflorestal

Composicdo da micobiota em solo de sistema agroflorestal

A densidade de fungos para o primeiro e segundo ano foi, respectivamente, de 1793 e
1766 UFC x 10° g solo™, ndo apresentando diferenca significativa. A densidade fiingica
apresentou forte correlacdo positiva (r = 85) com a precipitacdo pluviométrica, indicando que
0 aumento da pluviosidade acarreta aumento na densidade de fungos nos solos estudados.
Este aumento pode estar relacionado aos teores de umidade, uma vez que Souto et al. (2008)
verificaram mudancas nas populacbes de fungos conforme os niveis de umidade do solo,
indicando que a umidade do solo regula as flutuagdes da populacéo de fungos.

Estes géneros de fungos sdo frequentemente relatados em ecossistemas de solo
(CAVALCANTI et al., 2006; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; TANGJANG et al.,
2009).
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A predominancia de Penicillium pode estar diretamente relacionada ao antagonismo
destas espécies em relacdo a outras por antibiose, pela produgdo de metabdlitos secundarios
ou indiretamente pela competi¢do nutricional, maior producao de esporos e maior capacidade
de crescimento em meio de cultura (DOMSCH et. al., 2007). A maior frequéncia de isolados
do género Penicillium também pode contribuir para a fertilidade do solo j& que espécies desse
género apresentam capacidade de solubilizacdo de fosfato (PANDEY et al., 2008; DEEPA et
al., 2010).

O género Aspergillus é considerado cosmopolita e frequentemente isolado de solo de
regides tropicais. Klich (2002), estudando a biogeografia de Aspergillus em amostras de solo
e serapilheira, observou que ndo hd nenhum padrdo distinto de ocorréncia de espécies de
Aspergillus em zonas umidas, floresta, ou em solos cultivados.

Espécies de Penicillium e Aspergillus sdo produtoras de diversas enzimas hidroliticas,
0 que confere a capacidade de utilizar diferentes substratos no solo, principalmente materiais
lignocelulosicos, e por esta razdo, predominam sobre as outras populacfes fungicas que usam
apenas substratos especificos e/ou labeis (SETALA; MCLEAN, 2004; GOMEZ et al., 2007).
Silva et al. (2011) isolaram fungos de solo de sistema agroflorestal no municipio de Bom
Jardim, PE e avaliaram a producéo enzimatica destes fungos e constataram que as espécies de
Penicillium e Aspergillus foram mais eficientes na degradacdo da celulose quando
comparados a outras enzimas testadas. A biodegradacdo dos materiais lignoceluldsicos é um
evento importante no processo de ciclagem do carbono, devido a abundancia desses materiais
na maioria dos ecossistemas terrestres.

Em sistemas agroflorestais € comum a presenca de Aspegillus spp. e Penicillium spp.,
sendo isoladas em vinhedos agroecoldgicos (RECH et al., 2013), culturas integradas de
amora, framboesa e mirtilo (PINOTTI et al., 2011) e pomares de Citrus (PRADE et al., 2007)
no sul do Brasil, assim como em solo de agrofloresta multiestratificada no estado de
Pernambuco (COSTA et al., 2012).

As espécies de fungos identificadas neste trabalho séo consideradas habitantes comuns
do solo, no entanto, a distribuicdo da comunidade fingica do solo esté relacionada com o
clima, vegetacdo e qualidade da matéria organica do solo (DOMSCH et. al., 2007). As
espécies mais representativas foram, respectivamente, Talaromyces verruculosus (n.syn.
Penicilium verruculosum) Purpureocillium lilacinum (n.syn. Paecilomyces lilacinus);
Trichoderma harzianum; Aspergillus brasiliensis (n.syn. A. niger); Penicillium
simplicissimum; Penicillium aurantiogriseum; Trichoderma viride; Talaromyces pinophilus

(n. syn. Penicillium pinophilum) (Tabela 2).
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Tabela 2: Espécies de fungos filamentosos isolados de solo de sistema agroflorestal. Primeiro ano
(agosto de 2011 a julho de 2012) e segundo ano (agosto de 2012 a julho de 2013). NUmeros expressos
em Unidades Formadoras de Col6nia x 10° g solo™.

Espécies/Frequéncia de Ocorréncia Primeiro Ano  Segundo Ano Total
Absidia cylindrospora Hagem (1908) 0,33 0,00 0,33
Acremonium curvulum Gams (1971) 8,33 23,00 31,33
Acremonium recifei (Ledo & L6bo) Gams (1971) 12,67 67,00 79,67
Acremonium terricola Gams (1971) 5,00 2,00 7,00
Acrostalagmus luteoalbus (Link) Zare, Gams & Schroers (2004) 4,00 2,00 6,00
Aspergillus aculeatus Lizuka (1953) 59,33 28,00 87,33
Aspergillus brasiliensis Varga, Frisvad & Samson (2007) 106,00 108,00 214,00
Aspergillus deflectus Fennell & Raper (1955) 0,33 0,00 0,33
Aspergillus flavus Link (1809) 7,33 733 14,67
Aspergillus funiculosus G. Sm. (1956) 3,00 0,33 3,33
Aspergillus japonicus Saito (1906) 32,67 73,67 106,33
Aspergillus ochraceus Wilh. (1877) 4,00 1,67 5,67
Aspergillus parasiticus Speare (1912) 0,00 31,67 31,67
Aspergillus puniceus Kwon-Chung & Fennell (1965) 0,67 0,00 0,67
Aspergillus repens (Corda) Sacc., Michelia (1882) 0,33 0,00 0,33
Aspergillus sclerotiorum Huber (1933) 0,67 0,00 0,67
Aspergillus sulphureus Desm. (1831) 0,67 0,00 0,67
Aspergillus tamarii Kita (1913) 10,00 0,00 10,00
Aspergillus terreus Thom (1918) 11,00 9,67 20,67
Aspergillus terricola Marchal & Marchal (1893) 2,00 0,00 2,00
Aspergillus unguis (Emile-Weill & Gaudin) Thom & Raper (1934) 0,33 0,00 0,33
Aspergillus ustus (Bainier) Thom & Church (1926) 0,67 0,00 0,67
Aureobasidium pullulans (de Bary & Léwenthal) Arnaud (1918) 1,67 0,00 1,67
Beauveria brongniartii (Sacc.) Petch (1926) 4,67 0,33 5,00
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) Vries (1952) 8,00 13,33 21,33
Clonostachys candelabrum (Bonord.) Schroers (2001) 7,33 2,00 9,33
Clonostachys rosea (Preuss) Mussat (1900) 2,67 3,00 5,67
Cunninghamella elegans Lendn. (1905) 8,33 28,33 36,67
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn (1933) 4,33 9,33 13,67
Curvularia senegalensis (Speg.) Subram. (1956) 0,67 3,00 3,67
Fusarium oxysporum Schitdl. (1824) 14,33 10,67 25,00
Fusarium redolens Wollenw. (1913) 0,67 0,00 0,67
Geotrichum candidum Link (1809) 0,67 0,00 0,67
Gibberella baccata (Wallr.) Sacc., Michelia (1878) 2,00 2,00 4,00
Gliomastix murorum (Corda) Hughes (1958) 8,67 5,00 13,67
Gongronella butleri (Lendn.) Peyronel & Dal Vesco (1955) 44,67 52,00 96,67
Gonytrichum macrocladum (Sacc.) Hughes (1952) 0,00 0,67 0,67
Haematonectria haematococca Samuels & Rossman (1999) 14,33 8,33 22,67
Humicola fuscoatra Traaen (1914) 12,00 10,67 22,67
llyonectria radicicola (Rossman & Samuels (2011) 1,67 2,33 4,00
Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare & Gams (2008) 0,67 0,00 0,67
Metacordyceps chlamydosporia Hywel-Jones & Spatafora (2007) 19,00 2,00 21,00

Metarhizium anisopliae Sorokin (1883) 14,33 3,67 18,00
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Microascus brevicaulis Abbott (1998)
Monographella nivalis (Schaffnit) Mll, (1977)
Myrothecium verrucaria (Alb. & Schwein.) Ditmar (1813)
Paecilomyces marquandii (Massee) Hughes (1951)
Penicillium aurantiogriseum Dierckx (1901)
Penicillium bilaiae Chalab. (1950)

Penicillium brevicompactum Dierckx (1901)
Penicillium canescens Sopp (1912)

Penicillium citreonigrum Dierckx (1901)
Penicillium citrinum Thom (1910)

Penicillium commune Thom (1910)

Penicillium corylophilum Dierckx (1901)

Penicillium decumbens Thom (1910)
Penicillium dierckxii Biourge (1923)
Penicillium dipodomyis Banke, Frisvad & Rosend (2000)

Penicillium echinulatum (Dale 1923)
Penicillium glabrum (Wehmer) Westling (1911)
Penicillium griseofulvum Dierckx (1901)

Penicillium implicatum Biourge (1923)
Penicillium janczewskii Zalessky (1927)
Penicillium janthinellum Biourge (1923)

Penicillium javanicum Beyma, Verh. Akad. Wet.(1929)
Penicillium lividum Westling (1911)

Penicillium melinii Thom (1930)

Penicillium miczynskii Zalessky (1927)

Penicillium parvum Raper & Fennell (1948)
Penicillium restrictum Gilman & Abbott (1927)
Penicillium sclerotiorum Beyma (1937)
Penicillium simplicissimum (Oudem.) Thom (1930)
Penicillium solitum Westling (1911)

Penicillium turbatum Westling (1911)

Penicillium vinaceum Gilman & Abbott (1927)

Penicillium vulpinum (Cooke & Massee) Seifert & Samson (1986)
Penicillium waksmanii Zalessky (1927)

Pestalotiopsis maculans (Corda) Nag Raj (1985)

Phialophora cyclaminis Beyma (1942)

Phoma eupyrena Sacc. (1879)

Pseudallescheria boydii McGinnis, Padhye & Ajello (1982)
Pseudocochliobolus pallescens Tsuda & Ueyama (1983)
Purpureocillium lilacinum (Thom) Hywel-Jones & Samson (2011)
Sarocladium strictum (Gams) Summerb. (2011)

Scopulariopsis asperula (Sacc.) Hughes (1958)

Sordaria fimicola (Roberge ex Desm.) Ces. & De Not. (1863)
Sporothrix sp. Hektoen & Perkins (1901)

Stachybotrys chartarum (Ehrenb.) Hughes 1958

Syncephalastrum racemosum Cohn ex Schrét. (1886)
Talaromyces duclauxii (Delacr.) Samson,Frisvad & Seifert (2011)
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Talaromyces funiculosus Samson, Frisvad & Seifert (2011) 0,00 0,67 0,67
Talaromyces islandicus (Sopp) Samson, Frisvad & Seifert (2011) 0,33 0,00 0,33
Talaromyces minioluteus Samson, Frisvad & Seifert (2011) 15,00 4,67 19,67
Talaromyces pinophilus Samson,Frisvad & Seifert (2011) 64,33 64,00 128,33
Talaromyces purpureogenus Varga & Frisvad (2011) 50,33 46,67 97,00
Talaromyces varians (G. Sm.) Samson, Yilmaz & Frisvad (2011) 0,00 0,33 0,33
Talaromyces verruculosus Samson, Frisvad & Seifert (2011) 150,33 140,00 290,33
Talaromyces wortmannii Benj. (1955) 3,67 0,00 3,67
Tiarosporella paludosa(Sacc. & Fiori) Hohn. (1924) 0,00 0,33 0,33
Torula caligans (Bat. & Upadhyay) Ellis (1971) 0,33 0,00 0,33
Trichoderma aureoviride Rifai (1969) 30,67 40,33 71,00
Trichoderma harzianum Rifai (1969) 113,33 133,00 246,33
Trichoderma koningii Oudem. (1902) 33,00 29,00 62,00
Trichoderma longibrachiatum Rifai (1969) 0,67 0,00 0,67
Trichoderma piluliferum Webster & Rifai (1969) 35,00 33,67 68,67
Trichoderma pseudokoningii Rifai (1969) 1,00 0,00 1,00
Trichoderma virens (Mill., Giddens & Foster) Arx (1987) 26,33 0,00 26,33
Trichoderma viride Pers. (1794) 83,67 48,00 131,67
Trichosporon sporotrichoides Oorschot & de Hoog 1981 60,00 27,00 87,00
Wiesneriomyces laurinus (Tassi) Kirk (1984) 0,00 0,67 0,67
Total 1793 1766 3559

Das espécies identificadas, a maioria pode ser considerada como saprobias, porem,
algumas também sdo biocontroladoras de doencas e pragas. A adi¢do regular e 0 manejo
adequado de fontes de matéria organica, como ocorre em sistema agroflorestal, estimula a
atividade de decompositores primarios, principalmente os fungos, que também sdo potenciais
antagonistas de patdgenos de planta (outros fungos, insetos, nematoides e bactérias)
(JANVIER et al., 2007; RAAIJMAKERS et al., 2009).

O solo de Sistema Agroflorestal abriga espécies de Trichoderma. De acordo Vinale
et al. (2008), Trichoderma spp, produzem diversas enzimas hidroliticas, atuam no controle de
patogenos de plantas (fungos, bactérias e nematoides), sdo decompositores da materia
organica e podem promover o crescimento de plantas.

A grande ocorréncia do género Trichoderma no solo pode estar também relacionada
com a grande diversidade de espécies vegetais encontradas nesta area. Estudos demonstraram
que T. harzianum e T. viride sdo conhecidas por apresentarem alta afinidade com a rizosfera e
se desenvolvem melhor quando ha uma abundancia de raizes saudaveis (YEDIDIA, 1999).
Estas espécies de fungos sdo atraidas por exsudatos liberados pelas raizes.

A espécie Purpureocillium lilacinum (n.syn. Paecilomyces lilacinus) apresentou alta

densidade, sendo a segunda espécie mais abundante no sistema agroflorestal (Tabela 2). No
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Brasil, existem registros de P. lilacinum em diferentes tipos de solo (CAVALCANTI et al.,
2006; SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006). Frequentemente, tem sido isolado a partir de
diferentes hospedeiros ou de substratos provenientes de vérias localidades, com distribuicao
cosmopolita e maior frequéncia em solos agricultaveis (DOMSCH et. al., 2007) nos quais tem
se mostrado efetivo no biocontrole de espécies de Meloidogyne (nematoides) (KHAN et al.,
2006; CADIOLLI et al., 2009). O efeito controlador caracteriza-se pela penetracdo do fungo
nos ovos dos nematoides, destruindo o embrido, podendo exercer forte pressdo na capacidade
reprodutiva das fémeas que sdo colonizadas e, posteriormente, mortas (CADIOLI et al.,
2009).

Foram isolados os fungos entomopatogénicos Beauveria bassiana e, com maior
frequéncia, Metarhizium anisopliae (Tabela 2). A presenca destes fungos pode auxiliar no
controle de pragas que poderiam causar sérios danos ao sistema. M. anisopliae infecta mais de
300 espécies de insetos de diferentes ordens, é amplamente distribuido na natureza e pode ser
encontrado em solos como saprébio e também colonizando a rizosfera de plantas, onde pode
auxiliar no controle de insetos de solo (TIAGO et al., 2014).

A ocorréncia de espécies com potencial para controle de organismos que poderiam
prejudicar e causar danos as culturas inseridas no sistema agroflorestal esta diretamente
relacionada com o manejo adotado e a diversidade de espécies vegetais que visa o equilibrio
bioldgico. Segundo Gliessmann (2005), o0 manejo do solo e das culturas pode influenciar as
dindmicas populacionais dos organismos do solo. Rotacdes complexas, com varias culturas,
grandes quantidades de distintos tipos de residuos de culturas, estercos e cultivos de cobertura
sdo préaticas que promovem uma populacdo biologicamente diversificada de organismos do
solo. O fato de ndo se observar severidade de doencas e pragas dentro do sistema agroflorestal
estudado pode influenciar na produgéo e qualidade dos cultivos, estando relacionado com o
desenvolvimento favoravel de fungos antagonistas, 0s quais atuam nos processos de

decomposic¢do da matéria organica do solo e contribuem para a supressividade dos solos.

indices ecoldgicos de fungos filamentosos de solo

A partir dos dados obtidos no isolamento de fungos filamentosos de solo de sistema
agroflorestal, foram estimados os indices ecologicos. A riqueza observada foi de 95 espécies
no primeiro ano e de 78 espécies no segundo ano (Tabela 3). No total foram identificadas 110
espécies, com 63 espécies comuns entre os dois anos de avaliag&o.

O ndmero de espécies encontradas neste estudo é maior do que o encontrado por

Tangjang et al. (2009), que isolaram 22 espécies de fungos filamentosos de solo em trés
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areas sob sistema agroflorestal localizadas no nordeste indiano. No Brasil, Prade et al. (2007)
avaliaram a comunidade de fungos de solo em SAF de Citrus sinensis durante trés anos (8
coletas) e isolaram 28 espécies de fungos.

O namero total de espécies de fungos registrado foi expressivo, entretanto a curva de
rarefacdo produzida a partir das espécies observadas ndo atingiu a assintota. As curvas de
acumulo de espécies produzidas pelos estimadores de riqueza Jacknife 1 e Jacknife 2,
também mostram que ainda existe a tendéncia de aumento da riqueza de espécies de fungos

filamentosos em solo de sistema agroflorestal (Figura 7).
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Figura 7: Riqueza observada e curvas de acimulo de espécies
produzidas pelos estimadores de riqueza Jacknife 1 e Jacknife 2 para
fungos filamentos em solo de sistema agroflorestal.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A riqueza encontrada em campo (n = 110 espécies) representou 79% e 72% da riqueza
estimada pelos indices de Jacknife 1 e Jacknife 2. Quando a curva de acimulo atinge a
assintota, ou seja, atinge um ponto em que o aumento do esfor¢o de coleta ndo resulta no
aumento do numero de espécies, significa que praticamente toda riqueza da area foi
amostrada. No entanto, a estabilizacdo da curva € bastante dificil, principalmente em regifes
tropicais, nas quais muitas espécies raras costumam ser adicionadas apds muitas amostragens
(COLWELL; CODDINGTON, 1994).

A riqueza e a diversidade de espécies dependem da propria natureza da comunidade e
do esforco amostral despendido, uma vez que o numero de espécies é proporcional ao nimero
de individuos amostrados. Segundo Barros (2007), em uma comunidade real, as espécies
possuem diferentes contribui¢des, sendo impossivel uma comunidade apresentar diversidade
méaxima, onde todas as espécies definidas possuem importancia igual. Em um ambiente

natural, a maioria das espécies € rara, com poucos individuos, enquanto poucas espécies sao
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dominantes ou comuns (altos valores de importancia), corroborando os resultados achados
neste trabalho para fungos filamentosos de solo de sistema agroflorestal (Tabela 2).

Até o momento ndo foram encontrados trabalhos publicados que estimam a riqueza de
fungos filamentosos em solo de sistema agroflorestal ou outros tipos de solo (manejado ou
ndo) no Brasil. No entanto, resultados semelhantes foram verificados para fungos micorrizicos
arbusculares (FMA). Pereira et al. (2014) avaliando a riqueza de FMAs em é&reas de Mata
Atlantica sob diferentes tipos de manejo conseguiu recuperar 70 a 77% das espécies presentes
nas areas. Silva et al. (2012), com o esforco amostral aplicado, conseguiu avaliar 70 a 80%
das espécies de FMAs estimadas para as areas de restinga e duna no nordeste brasileiro.

O indice de diversidade de fungos apresentou diferenca significativa entre os anos de
pesquisa, sendo maior no primeiro ano (Tabela 3). No entanto, ambos os valores sao
considerados indices altos, proximos aos encontrados para ambientes de floresta (COSTA, et
al., 2012).

Tabela 3: Riqueza de Espécies, Diversidade de Shannon-Wiener (H”), Equitabilidade de Pielo (e) e
Dominancia de Berger-Parker de fungos filamentos isolados em solo de sistema agroflorestal.

indices 'Primeiro Ano  'Segundo Ano ’Boot p(eq)
Riqueza (S) 95 78 0,001
Diversidade (H") 3,77 3,58 0,001
Equitabilidade (J) 0,82 0,82 0,278
Dominéncia (d) 0,08 0,08 0,528

Primeiro ano (agosto de 2011 a julho de 2012) e segundo ano (agosto de 2012 a julho de 2013).

2 Boot p(eq): probabilidade de ter igual diversidade (probability of having equal diversities). Se p(eq) for maior
que 0.05, ndo ha diferenca significativa.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A diversidade de fungos encontrada no solo do sistema agroflorestal reflete o
equilibrio dentro deste sistema, uma vez que apresentam grande abundancia de espécies
vegetais que sdo responsaveis pelo fornecimento e composicao dos residuos vegetais sobre a
superficie do solo, proporcionando maior riqueza e abundancia de fungos que utilizam este
material como uma das principais fontes de energia (RAAIJMAKERS et al., 2009; JOSE,
2012). Desta forma, uma diversidade elevada de espécies contribui para o uso mais eficiente
dos recursos disponiveis (BERG et al., 2001).

A distribuicdo dos isolados entre as espécies detectadas apresentou boa uniformidade,
com indices de equitabilidade de 0,82 e baixa dominancia de espécies para ambos 0s anos de
pesquisa (Tabela 3). Solos de sistemas agroflorestais apresentam teores significativos de
matéria organica, devido a constante deposi¢do de folhas que formam a serapilheira (MAIA et
al., 2007), assim, tendem a manter as populacdes fangicas mais estaveis ao longo do ano,
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provavelmente, em decorréncia da riqueza de nichos ecolégicos formados pela

heterogeneidade das fontes de carbono.

Abundancia de fungos filamentosos de solo

Dentre os trés modelos de abundancia testados o que melhor descreveu a comunidade
de fungos de solo de sistema agroflorestal foi o modelo série logaritmica (Figura 8). Este
modelo indica padrbes de sobreposicdo de nicho e uma uniformidade intermediaria, ou seja,
comunidades com concentracdo de dominancia (poucas espécies se apoderam da maioria dos
recursos) e demais espécies dividem equilibradamente o restante dos recursos (BARROS,
2007).

Foi verificado que aproximadamente 10% das espécies identificadas sdo dominantes,
com muitas espécies raras. Resultado semelhante foi encontrado por Polishook et al. (1996),
no qual examinaram as distribui¢cGes de abundancia de microfungos isolados de serapilheira
em decomposi¢cdo em uma floresta tropical em Porto Rico e encontraram comunidades de
fungos compostas principalmente de espécies raras, seguido de apenas algumas

moderadamente abundante e poucos taxons super abundantes.
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Figura 8: Modelo de distribui¢cdo da abundéncia de espécie série
logaritmica (x*=54,59 p=0,99) ajustado & comunidade de fungos
filamentosos isolados de solo de sistema agroflorestal.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

No caso da série logaritmica, a distribuicdo seria resultante de espécies chegando num
habitat a intervalos de tempo aleatdrios, ou seja, antes que a espéecie anterior ocupe totalmente
a fracdo de nicho potencial, sendo a maioria das espécies raras (ZACK; WILLIG, 2004).
Possivelmente, no sistema agroflorestal, um dos fatores que regula a ativacdo ou inibicéo de
especies de fungos € adicdo ao solo do material fornecido constantemente pelas plantas do

sistema, devido a heterogeneidade das fontes de carbono.
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Assim, conclui-se que comunidade de fungos filamentosos em solo do Sistema
Agroflorestal é constituida principalmente por fungos saprobios que atuam na decomposi¢ado
da matéria organica, além de espéecies com potencial para a promocéao do crescimento vegetal
e controle de doencas e pragas. A diversidade e a riqueza de fungos filamentosos encontradas
em solo de sistema agroflorestal séo altas, possivelmente influenciadas pela diversidade
vegetal. O esforgo amostral foi suficiente para isolar aproximadamente 75% da comunidade
de fungos filamentosos. O modelo de distribuicdo da abundancia que melhor descreve a

comunidade de fungos filamentosos em solo de sistema agroflorestal é série logaritmica.

4.3 Decomposicdo da serapilheira e diversidade de fungos filamentosos em sistema

agroflorestal

Pluviosidade e contetdo de 4gua no solo

A distribuicdo da precipitacdo ao longo do periodo de avaliacdo apresentou variacoes,
com dois periodos bem definidos, chuva e estiagem, que sdo caracteristicos da regido da Zona
da Mata de Pernambuco. Assim, quatro periodos de avaliacdo foram efetuados na estacdo de
chuva (0, 180, 360, 630 dias) e quatro na estacdo de estiagem (90, 270, 450, 540 dias) (Figura
9).
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Figura 9: Precipitagdo mensal acumulada (mm) no municipio de Abreu e Lima — PE e
umidade do solo (%) de sistema agroflorestal. Correlagéo de Pearson: r = 82.
Fonte: Phelipe Oller, 2015.

Com relagdo ao contetdo de &gua no solo (umidade) ao longo do periodo
experimental, observou-se que os valores acima de 10% foram registrados nos periodos de

chuvas. Umidade apresentou forte correlacdo positiva (r = 82) com a precipitagdo
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pluviométrica, indicando que nos periodos em que ocorreram as maiores precipitacées, houve
tendéncia de aumento no conteido de agua no solo, com decréscimos nos periodos de

estiagem.

Propriedades quimicas do solo de sistema agroflorestal

A analise quimica do solo de sistema agroflorestal demonstrou que os teores de ferro
(Fe), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn), fésforo (P), pH, potéssio (K) e matéria organica
(MO) sdo considerados bons para diversas culturas comerciais (CALVANCANTI, 1998) e
apresentaram pouca variacdo ou nenhuma diferenca significativa entre os periodos de

avaliacdo (Tabela 4).

Tabela 4: Propriedades quimicas do solo de sistema agroflorestal em diferentes periodos de coleta.

'Propriedades Quimicas do Solo de Sistema Agroflorestal

mg dm®solo™ * %
Coletas
Fe Cu Zn Mn P pH K MO
0 dias 85,76a 0,46ab 550a 4,75b 70,00a 5,84 ab 0,11a 2,88a

90 dias 108,24a 0,82a 4,70a b5,29ab 88,00a 6,07 ab 0,12a 250a
180 dias 111,84a 0,15b 536a 6,92ab 88,00a 5,84 ab 0,12a 2,38a
270 dias 96,14a 0,09b 530a 754a 79,00a 6,13 a 0,12a 2,66 a

360 dias 97,40a 0,26b 6,46a 451b 8500a 5,68 b 0,12 a 2,49 a
450 dias 10348a 0,69a 6,69a 571ab 86,00a 6,26 a 0,12 a 2,36 a
540 dias 107,56a 0,16b 563a 6,23ab 8350a 6,03 ab 0,12 a 2,64 a
630 dias 93,10a 0,09b 6,64a 6,93ab 80,00a 6,24 a 0,10 a 28la

' As médias seguidas* pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.” ppm K = cmol, dm?x 390.
Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A fertilidade do solo do sistema agroflorestal é atribuida, principalmente, a ciclagem
de nutrientes, permanecendo com pouca variacdo, mesmo com as saidas de nutrientes
provenientes das colheitas. Em sistema convencional de agricultura, os nutrientes do solo sdo
perdidos por retirada e exportacdo pela parte colhida da planta, e também por lixiviacdo e
erosdo. Em geral, quanto maior a produtividade, maior é a retirada de nutrientes do solo, tanto
através do produto colhido quanto das partes aérea e radicular das plantas. Por isto, apds
sucessivos cultivos, o rendimento das culturas diminui muito devido a modificacdo da
fertilidade do solo, principalmente ao decréscimo nos teores de matéria organica, nitrogénio,
fosforo, potéssio e célcio, sendo necesséaria a utilizacdo de fertilizantes para garantir a
producdo (LUZ et al., 2002).



Costa, Phelipe M. O. — Dindmica de serapilheira e diversidade de fungo... 68

Além das plantas, os microrganismos também se beneficiam com o0s nutrientes
disponiveis no solo. Em relagdo aos metais, estes sao parte integrante dos processos vitais dos
microrganismos. Alguns deles como o cobre, ferro e zinco sdo nutrientes essenciais e sao
usados como catalizadores de reacOes bioquimicas, estabilizadores de proteinas e
mantenedores do equilibrio osmotico da célula. O fosforo e o nitrogénio estdo envolvidos na
sintese de DNA e ATP (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Decomposicdo da Serapilheira

O processo de decomposicdo do material de serapilheira ocorreu com maior
intensidade nos primeiros 90 dias apds a instalacdo das litterbags, apresentando perda de
massa de 20,4%. Apo6s 360 dias, as perdas foram menores, ndo ultrapassando 5% nos periodos
subsequentes. Apds os 630 dias foram decompostos 52,84% do material das litterbags (Figura
10). Segundo Monteiro e Gama-Rodrigues (2004), o primeiro momento parece corresponder a
liberagdo de compostos menos resistentes e/ou mais facilmente lixividveis e nas fases
posteriores decorre a degradacao de estruturas mais resistentes e de compostos mais estaveis e

de dificil decomposicao.
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Figura 10: Massa remanescente de serapilheira em relacdo ao tempo de
exposic¢éo das litterbags em sistema agroflorestal.
Fonte: Phelipe Oller, 2015.

O fato de o processo de decomposi¢do ao longo do tempo seguir uma curva do tipo
exponencial indica que a decomposi¢do ndo é constante ao longo do tempo, uma vez que, esta
sujeita a influencia de diversos fatores abioticos e bidticos do ambiente, e quimico-fisicos do
préprio material, visto que ao longo do tempo a composicdo e a qualidade do material se
modificam (CIANCIARUSO et al., 2006).
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As velocidades de decomposicdo foram maiores para o primeiro periodo de avalia¢do
(0-90 dias; 0,0030 g g* dia™) e para o segundo perfodo (90-180 dias; 0,0021 g g* dia™). Nos
trés Gltimos periodos de avaliacdo, a velocidade de decomposicdo manteve-se estavel, com
degradacdo gradativa da serapilheira sem pico de perda de massa (Tabela 5). Esse
comportamento pode ser atribuido a permanéncia, nas sacolas, de estruturas residuais com
altos teores de lignina, taninos e outros componentes que as tornam mais resistentes,
dificultando a acdo dos organismos decompositores que irdo agir na degradacdo de forma
mais lenta (BERG, 2000).

Tabela 5: Percentual cumulativo médio e velocidade de decomposicéo (K) da serapilheira em cada
periodo de coleta*.

Periodo (Dias) % Decomposto Desvio Padréo Valor K1 (g g* dia™)
0 0,00 0,0 0
90 20,37 1,8 0,0030
180 27,94 3,4 0,0021
270 36,69 3,3 0,0017
360 44,95 4.4 0,0017
450 48,11 4,6 0,0015
540 49,15 4,6 0,0012
630 52,84 4,6 0,0012

"Velocidade de decomposicao entre um periodo de coleta e seu subsequente.
Fonte: Phelipe Oller, 2015.

Os valores encontrados para a constante k estdo abaixo dos relatados na maioria dos
trabalhos de decomposicédo (VITAL et al. 2004; CIANCIARUSO et al., 2006; VALENTI et
al., 2008; TAPASI; KUMAR, 2010). Essa diferenca pode estar relacionada principalmente ao
fato de nestes trabalhos terem sido utilizadas somente folhas frescas, enquanto que no
presente trabalho foi avaliada a decomposicdo da serapilheira total, tentando retratar 0 mais
fielmente possivel o que acontece no ambiente estudado que apresenta serapilheira constituida
de todas as fracBes com as mais variadas composic¢des (fragdes labeis e fracbes estaveis que
demoram mais tempo para se decompor) que favorecem e/ou inibem a acdo dos
microrganismos decompositores. Assim, foi constatada a lenta decomposicao do material.

O tempo de meia vida da serapilheira, ou 0 tempo que levaria para que 50% da
serapilheira fosse decomposta, foi estimado em 1,6 anos (583 dias). Apesar de mais lenta a
decomposi¢do, quando comparados a outros trabalhos, esta parece estar adequada as
necessidades do sistema agroflorestal j& que o solo apresentou quantidades significativas de
nutrientes (Tabela 4) suprindo as necessidades das plantas. Vale ressaltar que o sistema
agroflorestal ndo faz uso de fertilizantes e a Unica fonte de nutrientes para o solo é a

serapilheira. Segundo Valenti et al. (2008), a decomposi¢do do material vegetal depositado
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sobre o solo libera os nutrientes necessarios as plantas, que os absorverem para produzir

biomassa.

Estrutura e diversidade de fungos filamentosos em solo de sistema agroflorestal

A densidade de fungos apresentou diferengas significativas entre os periodos de
amostragem (Tabela 6). As flutuagdes encontradas na densidade coincidem com as variagdes
da pluviosidade, quando periodos de maior pluviosidade apresentam maiores valores de
densidade fungica. Desta forma, verificou-se forte correlagdo positiva (r = 85) da densidade
com precipitagdo pluviométrica, indicando que o aumento da pluviosidade acarreta aumento
na densidade de fungos. Segundo Gama-Rodrigues et al. (2003), a variacdo da pluviosidade e
umidade do solo pode interferir na decomposicdo da serapilheira j4 que a velocidade da
ciclagem de nutrientes estad atrelada, principalmente, a atividade microbiana e da fauna
edafica do solo. Em estacBes chuvosas ocorre aumento da populacdo de organismos
decompositores, 0 que proporciona maior taxa de decomposicéo e transferéncia de nutrientes

ao solo.

Tabela 6: Riqueza de Espécies, Densidade, Diversidade de Shannon-Wiener (H”), Equitabilidade de
Pielo (J) e Dominancia de Berger-Parker de fungos filamentos em solo de sistema agroflorestal em
cada periodo de coleta.

Coleta 1 Coleta 2 Coleta3 Coleta4 Coletab Coleta 6 Coleta7 Coleta8
0 Dia 90 Dias 180 Dias 270 Dias 360 Dias 450 Dias 540 Dias 630 Dias

indices Ecoldgicos

Riqueza (S) 60 49 53 57 53 51 45 54
Densidade* 56,30 a 27,70d 4493ab  5320a 49,07ab  38,50bcd 34,57 cd 52,77 a
Diversidade (H") 3,60 3,27 3,41 3,51 3,46 3,32 3,27 3,51
Equitabilidade (J) 0,88 0,84 0,86 0,87 0,87 0,85 0,86 0,88
Dominancia (d) 0,08 0,12 0,10 0,09 0,10 0,10 0,09 0,08

*Densidade expressa em Unidade Formadora de Colénia x 10° (UFC) por grama de solo™. As médias
de densidade seguidas pela mesma letra (linha) ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 1% de probabilidade.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A diversidade e riqueza de espécies de fungos apresentaram correlagdo moderada
positiva com a precipitacdo (r= 64 e 63, respectivamente), demostrando ser menos susceptivel
a esse fator. A riqueza de espécies foi maior no primeiro periodo (60), seguida do terceiro
periodo (57) e menor no sétimo periodo (45) (Tabela 6). Foram identificadas 110 espécies
comuns entre todos os periodos de amostragem. A caracterizacdo taxonémica detalhada das
espécies ndo foi objetivo deste artigo, mas é importante ressaltar que foram isoladas espécies
de Basidiomycota, Ascomycota e Zygomycota, sendo Penicillium, Aspergillus e Trichoderma

0S géneros mais representativos.
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A diversidade, equitabilidade e dominancia de fungos ndo apresentaram diferencas
significativas entre um periodo e outro de amostragem (Tabela 6). Em geral, a distribuigdo
dos isolados entre as espécies detectadas apresentou boa uniformidade e baixa dominéncia de
espécies. Quanto a diversidade, todos os valores obtidos sdo considerados altos, préximos aos
encontrados para ambientes de floresta (COSTA, et al. 2012; CRUZ et al., 2013; SHI et al.,
2014). Esses resultados demostram que a diversidade de fungos filamentosos de solo de
sistema agroflorestal permanece alta e sem variacdes significativas durante o processo de
decomposicdo da serapilheira.

No entanto, a estrutura da comunidade ndo permanece estdvel e sofre mudancas

durante o processo de decomposicdo da serapilheira, como é mostrado na Figura 11.

Coleta 2

Coleta 3

Coleta 4

1 ——— Coleta 5

Coleta 8

Coleta 7

Coleta 6

Coleta 1

0.0 0.1 0.2 03~ 04 05 0.6 07 0.8 09 10
1.0

Figura 11: Dendograma de similaridade da comunidade de fungos filamentosos de solo de sistema agroflorestal,
detectada por DGGE, em diferentes épocas. Coletas: 1 = 0 dia; 2 = 90 dias; 3 = 180 dias; 4 = 270 dias;
5 =360 dias; 6 = 450 dias; 7 = 540 dias; 8 = 630 dias.

Fonte: Phelipe Oller, 2015.

A micobiota presente na primeira coleta apresentou baixa similaridade (< 50%) com as
micobiotas encontradas nas outras épocas, mostrado a presenca de um grupo diferente de
especies fungicas. Foram formados dois grandes clados com 50% de similaridade: o primeiro
compreendendo as etapas iniciais e intermediarias da decomposi¢édo da serapilheira (coletas 2,
3 e 4) e 0 segundo compreendendo as etapas finais (coletas 5, 6, 7 e 8). Segundo Kjgller e
Struwe (2003), os fungos exibem vasta gama de adaptacOes para degradar compostos
quimicos especificos, indicando que ocorre partilha de recursos dentro do nicho e isso se
reflete em padrbes bem definidos de sucessao.

Hanson et al. (2008) mostraram que a riqueza e a estrutura da comunidade fungica de

solo se altera em resposta a diferentes fontes de carbono e que, em particular, diferentes
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taxons de fungos atingem diferentes compostos orgéanicos no microcosmo do solo, indicando
partilha de nicho através do uso de recursos especializados. Esse mecanismo € importante
para a manutencao da diversidade microbiana do solo nos ecossistemas. Possivelmente, a alta
diversidade de fungos encontrada no solo de sistema agroflorestal contribui para sustentar
processos ecoldgicos e manter a estabilidade deste sistema agroflorestal.

Na comunidade de fungos ocorre a partilha de recursos quando diferentes espécies
possuem enzimas complementares para degradar uma variedade de polimeros que compde a
serapilheira A visdo classica € que os chamados fungos de acucar (sugar fungi) possuem
capacidade limitada para degradar polimeros estruturais e, assim, sdo dominantes no estagio
inicial de decomposicdo. Fungos que degradam celulose e outros polimeros da serapilheira
assumem importancia durante a segunda etapa, e fungos lignoliticos, especialmente os
Basidiomycota, dominam a fase final (GESSNER et al., 2010).

Sistemas agroflorestais sdo caracterizados por apresentarem estrutura floristica
composta de diferentes espécies de plantas, no qual cada uma desempenha um papel
determinado dentro do sistema. Algumas sdo usadas para producdo de alimentos, outras para
lenha, adubacdo do solo, etc. A heterogeneidade vegetal, evidenciada principalmente no
componente arboéreo, é responsavel pela formacdo da serapilheira com quantidade e
qualidades diferentes, o que proporciona uma maior diversidade de nichos para a comunidade
de decompositores a ela associados. Assim, solos de sistema agroflorestais com teor elevado
de matéria organica tendem a manter a diversidade fungica mais estavel ao longo de um
periodo, porém, com variacdes na funcdo e estrutura dessa comunidade, provavelmente em
decorréncia da riqueza de nichos ecolégicos e heterogeneidade das fontes de carbono.

Desta forma conclui-se que: o solo de sistema agroflorestal apresenta boa fertilidade,
permanecendo com pouca Vvariacdo dos teores de nutrientes, mesmo com as saidas
provenientes das colheitas. A decomposi¢do da serapilheira é lenta, apresentando perdas mais
significativas nos trés primeiros meses. A velocidade de decomposicgédo € influenciada pela
escolha do material avaliado, apresentando taxas menores para material de serapilheira
guando comparadas com folhas frescas. A diversidade de fungos filamentosos de solo de
sistema agroflorestal permanece alta e sem grandes variacbes durante o processo de
decomposicédo da serapilheira. A estrutura da comunidade de fungos nédo é estavel e sofre
mudancas durante o processo de decomposicao da serapilheira.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema agroflorestal adota estratégia de consorcio de plantas de diferentes portes e
estadios sucessionais, 0 que favorece a producdo de material vegetal que se deposita sobre o
solo e forma a serapilheira e sofre processo natural de decomposicdo. A dindmica da
serapilheira dentro do sistema agroflorestal foi semelhante a descrita para Mata Atlantica,
confirmando uma das hipoteses levantadas nesse estudo. Agroflorestas sdo alternativas de
uso dos recursos naturais que tentam minimizar os efeitos negativos da acdo antrdpica,
principalmente por tentarem imitar estratégias desenvolvidas pela natureza.

Neste estudo foram adotadas as duas formas mais utilizadas mundialmente para a
determinacdo da taxa decomposicdo da serapilheira (constante k), sendo: a) a relagdo entre o
material produzido e acumulado e b) o método das litterbags. Os valores obtidos foram
diferentes, sendo o valor obtido utilizando o primeiro método mais alto e 0 que mais se
aproximou dos valores obtidos em estudos para floresta de Mata Atlantica.

Valores mais baixos de k foram determinados com o método de litterbags, indicando
uma decomposicdo mais lenta do material. Fato este que pode ser explicado pela a escolha do
material utilizado para decompor. No presente estudo, procurou-se avaliar a decomposi¢éo da
serapilheira total, sendo esta composta por todas as fracdes (galhos, folhas, estruturas
reprodutivas, etc), com o intuito de retratar o mais fielmente possivel o que acontece no
ambiente estudado. A maioria dos trabalhos utilizam somente folhas frescas que, além de
contribuir com maior percentual na formacdo da serapilheira, é a fracdo mais facilmente
degradavel no ecossistema, ja que apresentam distintas caracteristicas fisicas, quimicas e
estruturais que as diferenciam da serapilheira total que é composta por fracdes labeis e fracbes
estaveis que demoram mais tempo para serem decompostas.

Independentemente da velocidade de decomposicao, a serapilheira estd cumprindo seu
papel na fertilidade do solo. Os teores de nutrientes no solo séo satisfatorios e ndo apresentam
grandes variagbes. A adubacdo ocorre naturalmente por meio da decomposicdo da
serapilheira, ndo sendo necessario o0 uso de insumos quimicos.

Os fungos sdo um dos principais responsaveis pela decomposicdo da serapilheira. A
micobiota do solo do sistema agroflorestal estudado é composta, na grande maioria, por
fungos saprobios que atuam no processo de decomposicdo da matéria organica e por algumas
espécies que sdo potencias antagonistas de organismos fitopatdgenos, o que contribui com
fertilidade do solo e a fitosanidade do sistema.
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A diversidade de plantas e aporte de serapilheira estdo relacionados com a riqueza e
diversidade de fungos filamentosos encontrados no solo do sistema agroflorestal. Poucas
variacOes foram observadas, e sempre foram altos os indices calculados de diversidade e
riqueza de fungos do solo, refletindo na atividade constate dos microrganismos evidenciada
pela evolucédo do CO,.

A estrutura da comunidade sofre alteragdes, possivelmente, em resposta a diferentes
fontes de carbono que compdem a serapilheira. Espécies de fungos possuem afinidade a
determinados substratos, de acordo com sua capacidade de produzir enzimas especificas para
degrada-los. A utilizacdo de diferentes substratos por diferentes espécies flngicas indica
partilha de nicho, processo importante para a manutencao da diversidade de fungos de solo.

Os principios e beneficios observados pela dindmica da serapilheira devem ser
aplicados no desenvolvimento e manutencdo de sistemas agricolas, principalmente para a
agricultura familiar. Para isso, além da preservacdo e introdugdo de &rvores no sistema, é
necessario adotar intensa reciclagem de residuos e formas de manejo que os mantenham sobre

0 solo, procurando reproduzir estratégias que a natureza ja desenvolveu ha milhdes de anos.
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