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ARMACOLO, Natassia Magalh&es. Diversidade microbiana da serapilheira em
pastagens no bioma Mata Atlantica. 2022. 99p. Tese de Doutorado do
Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2022.

RESUMO

Nas ultimas décadas, o manejo inadequado do solo e dos animais sao
considerados os fatores principais da degradagdo de pastagens nas diferentes
regides brasileiras. Sendo assim, estratégias para a recuperagéo dessas pastagens
contam com um diagndstico assertivo para que se possa determinar praticas de
manejo conservacionistas mais adequadas a cada situagdo. A diversidade de
microrganismos como indicador de qualidade do solo e eficiéncia do manejo tem
sido amplamente discutida, principalmente nos ultimos anos, com o inicio da adogéo
de técnicas de biologia molecular, que permitiram a avaliagdo de microrganismos
em amostras ambientais. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a dinamica da
degradacao da serapilheira em areas de pastagem nao degradada e degradada,
no Bioma Mata Atlantica, e verificar o papel da microbiota neste processo. Assim,
avaliou-se a importancia da diversidade microbiana na decomposi¢ao de
serapilheira de pastagem. Os resultados indicam que a comunidade fungica,
composta por fungos saprotroficos, dominaram a serapilheira em decomposicao
nas areas avaliadas; a comunidade bacteriana dominou as fases de decomposicao
da serapilheira; os indices de diversidade e riqueza da composi¢ao da comunidade
bacteriana e fungica ndo apresentaram diferengas entre as areas.

Palavras-chave: Técnicas moleculares. PCR qualitativo. 16S rRNA. ITS de fungos.



ARMACOLO, Natassia Magalh&es. Litter microbial diversity in pastures in the
Atlantic Forest biome. 2022. 99p. Doctoral thesis do Programa de Po&s-
Graduagao em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

In the last decades, the inadequate handling of the soil and of the animals are
considered the main factors of the degradation of pastures in the different
Brazilian regions. Thus, strategies for the recovery of these pastures rely on an
assertive diagnosis so that the most appropriate conservation management
practices can be determined for each situation. The diversity of microorganisms as
an indicator of soil quality and management efficiency has been widely
discussed, especially in recent years, with the beginning of the adoption of
molecular biology techniques, which allowed the evaluation of microorganisms in
environmental samples. Given the above, the objective was to evaluate the
dynamics of litter degradation in areas of non-degraded and degraded pasture, in
the Atlantic Forest Biome, and to verify the role of the microbiota in this process.
Thus, the importance of microbial diversity in the decomposition of pasture litter was
evaluated. The results indicate that the fungal community, composed of
saprotrophic fungi, dominated the decomposing litter in the evaluated areas; the
bacterial community dominated the litter decomposition phases; the indices of
diversity and richness of the bacterial and fungal community composition did not
show differences between the areas.

Keywords: Molecular techniques. qualitative PCR. 16S rRNA. Fungal STIs.
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1. INTRODUGAO

As pastagens s&o a principal forma de uso da terra no mundo,
ocupando dois tergos de toda area agricultavel (FAO, 2015), e, o Brasil € o pais
com uma das maiores areas. Cerca de 19% do territério nacional é ocupado por
pastagens, sendo 5,6% naturais e 13,5% plantadas (IBGE, 2017). Estas areas
sustentam o maior rebanho bovino do mundo, que em 2018 era de quase 213
milhdes de cabegas de gado (IBGE, 2018).

Segundo Dias-Filho (2016), a partir do século 20, houve um
crescimento expressivo da atividade pecuaria no Brasil, ocorrendo também uma
transicdo de pastagens nativas para pastagens plantadas. No entanto, nao
houve diferengca no que diz respeito ao manejo, ou seja, ainda prevalece um
baixo nivel de investimento em insumos e tecnologias.

No Brasil, 48% das areas sob pastagem apresentam algum
estagio de degradacao, levando a uma queda significativa da produtividade da
atividade pecuaria (DIAS-FILHO, 2017). A degradacgédo esta intimamente
relacionada ao superpastejo, declinio da fertilidade do solo, erosao, redugao do
sistema radicular e morte do capim que, consequentemente, reduz o aporte de
residuos na forma de serapilheira e matéria organica ao solo.

Portanto, a degradagédo da pastagem impulsiona a perda da
qualidade dos solos, principalmente em termos produtivos, regulamentacao
ambiental e as fungdes relacionadas aos ciclos biogeoquimicos.

A decomposicao da serapilheira € uma das principais vias para
reciclagem e importante fonte de nutrientes para o crescimento das plantas. Nas
pastagens brasileiras a reciclagem influencia diretamente a manutengéo da
produtividade, devido ao retorno de nutrientes ocorrer principalmente por meio
da decomposigao, uma vez que ha baixa utilizagdo de insumos agricolas.

Diante desta situacdo, com pouca oferta e reposicdo de
nutrientes, comumente acontece o declinio dafertilidade do solo e da capacidade
de suporte das forrageiras, levando assim a degradacao das pastagens e do
solo. Com o declinio da qualidade da forrageira e quantidade de pastagem,
processos erosivos podem ser observados e somados a degradagao das terras.
Atualmente, o uso de indicadores microbianos, tais como, diversidade e

riqueza, abundancia relativa, atividade enzimatica, taxa derespiragao e
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biomassa microbiana, indicadores sensiveis, tem se mostrado promissores no
monitoramento das alteragdes ambientais decorrentes do manejo e uso
agricola do solo. A dinamica das populagdes de microrganismos pressupde a
qualidade e eficacia do manejo do solo e da cultura. As distintas praticas
agricolas modernas e/ou errbneas podem causar redugdo da riqueza e
abundancia, resultando em alteracdo da composicdo e estrutura das
comunidades microbianas do solo e, consequentemente, 0s processos
ecologicos sao afetados.

Os fungos sao microrganismos que precisam de baixa umidade
(40-60%) para realizar a fermentacao de substratos em estado sélido (BASSO
et al.,, 2011), tendo como sua principal fungao degradar lignina e celulose
(ROITMAN et al., 1991; AUER et al., 2014). Possuem elevada capacidade
enzimaticas na degradagdo de polimeros vegetais, fornecendo recursos as
bactérias, pelas quais, as mesmas nao conseguem obter sozinhas (ROMANI et
al., 2006). Por conseguinte, esse grupo de microrganismos sado considerados
como o0 mais ativo na decomposi¢ao da serapilheira (VAN DER WAL et al.,
2013).

Alguns géneros especificos de bactérias também possuem
atividade celulolitica (YANG et al.,, 2014), pois carregam genes da enzima
celulase e, normalmente, estdo associados aos filos Acidobacteria,
Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, e Firmicutes (BARNARD et al.,
2013; BERLEMONT; MARTINY, 2013).

No entanto, esse grupo de microrganismos ndo consegue obter
a mesma eficiéncia quanto a capacidade celulolitica em relagédo aos fungos
(Schneider et al., 2012). Portanto, geralmente, a fase inicial da decomposigao
esta correlacionada com maior biomassa fungica, enquanto que nas fases finais
da decomposi¢ao, comumente, ha o predominio de bactérias especializadas em
degradagdo, principalmente de compostos aromaticos derivados da
decomposic¢ao da lignina por fungos (KIELAK et al., 2016).

Neste contexto, espera-se que os diferentes tipos de manejo do
solo ou os métodos de recuperagao de areas degradadas modifiquem qualitativa
e quantitativamente a constituicdo dos microrganismos decompositores. Esta
possivel modificacdo pode significar uma disponibilidade de substrato diferente,
o que pode favorecer ou inibir o estabelecimento de diferentes grupos
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microbianos, uma vez que a permanéncia de uma populacdo em qualquer

ecossistema esta condicionada a sua adaptagao e ao seu ambiente essencial.

Portanto, o uso de bioindicadores pode auxiliar na compreensao

de como os sistemas respondem as perturbagdes por meio de modificagdes da

dinamica e diversidade microbiana. Por isso, o objetivo do estudo foi avaliar a

dindmica da degradacéao da serapilheira em areas de pastagem n&ao degradada

e degradada, no Bioma Mata Atlantica, e qual € o papel da microbiota neste

processo.

-_—

2. HIPOTESES

. A decomposicdo da serapilheira é fortemente influenciada pela

diversidade e riqueza das comunidades fungica e bacteriana;

A abundancia relativa de filos, géneros e espécies da comunidade fungica

e bacteriana € maior na area ndo degradada;

As bactérias proliferam-se na fase rapida de decomposicdo da
serapilheira, independente do estagio de degradacao das areas de
pastagem;

A comunidade bacteriana influencia a decomposigdo inicial da
serapilheira, independentemente da area de pastagem,;

A comunidade fungica é responsavel pela decomposi¢cao de materiais

recalcitrantes, devido a sua capacidade enzimatica variada e complexa.

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar a dindmica da degradacao da serapilheira em areas de

pastagem nao degradada e degradada, no Bioma Mata Atlantica, e qual € o

papel da microbiota neste processo.

1.

3.20bjetivos especificos

Determinar a composi¢cao da comunidade fungica da serapilheira através

do sequenciamento massivo do Internal Transcribed Spacer (ITS).
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2. Determinar a composi¢cao comunidade bacteriana da serapilheira
através do sequenciamento massivo do gene que codifica 0 16S rRNA.
3. Avaliar quantitativamente e qualitativamente as estruturas da
comunidade fungica e bacteriana relacionados ao processo de

decomposicao da serapilheira;

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Areas de pastagens degradadas no Brasil

A maior parte da area terrestre do planeta é utilizada com
agricultura e com pastagens, sendo que o cultivo de pastagens ocupa 37% da
area agricultavel (FAO, 2018). Estima-se que o Brasil possui 180,8 milhdes de
hectares de pastagens disponiveis para a alimentacdo dos animais, mas 94,8
milhdées de hectares apresentam algum indicio de degradagdao, muitas em
estagio severo (LAPIG/UFG, 2018).

O processo de degradacgao de pastagens € considerado um dos
maiores problemas da pecuaria brasileira, uma vez que esse setor tem o pasto
como base de sustentagdo animal (PERON; EVANGELISTA, 2004; FERRAZ,
FELICIO, 2010). Noventa e cinco porcento da carne bovina é produzida em
regime de pastagem, considerado a maneira mais econdmica por nao depender
de fatores como altas nos precos de grdos (TORRES JUNIOR; AGUIAR, 2013)
e, pratico para produzir e oferecer alimentos para os bovinos (DIAS-FILHO,
2014).

Macedo e Zimmer (1993) definem degradacao de pastagens

como.

Um processo evolutivo da perda do vigor, de produtividade, da
capacidade de recuperagcao natural das pastagens para
sustentar os niveis de producdo e a qualidade exigida pelos
animais, bem como o de superar os efeitos nocivos de pragas,
doengas e invasoras, culminando com a degradagao avangada

dos recursos naturais em razdo de manejos inadequados.
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Ademais, em regides de clima tropical e subtropical a
degradacao das pastagens ocorre principalmente por manejo inadequado,
superpastejo e auséncia de adubacdes periddicas (DIAS-FILHO, 2011). No
Brasil, areas de pastagens apresentam algum estagio de degradacgao, conforme

ilustrado na Figura 1.

Fase produtiva

Fase
Perda de vigor. produtividade de
manutencdo

Perda de vigor, produtividade e qualidade
Invasoras
Pragas

Degradagao da pastagem Doencas

Produgao da pastagem

Compactacio
Erosao
Degradacao do solo

Tempo

Figura 1. Processo evolutivo da perda de vigor, de produtividade, de capacidade de
recuperagao natural das pastagens.
Fonte: Adaptado de Oliveira (2013).

O processo de degradagao pode ser apresentado em uma
sequéncia légica, mas na pratica nao € tdo simples e nem sempre acontece na
ordem descrita na Figura 1. No campo, as sequéncias e graus dependem do
ecossistema e, principalmente do manejo. Vale ressaltar que, o proprio limite das
fases ainda € um ponto importante para se estudar, visto que cada sistema de
producado apresenta uma situacdo de degradacao diferente (ZIMMER et al.
2012).

DIAS-FILHO (2011) classificou os efeitos da degradagdo em
dois tipos, agricola e bioloégica. A degradacgao agricola, é tipica de regides com
época seca menos intensa, refere-se a reducdo da capacidade de suporte
devido ao aumento da populacdo de plantas daninhas. J4, a degradagao
biologica, € mais comum em regides aridas e semiaridas, e diz respeito a
incapacidade do solo de sustentar a biomassa, ou a capacidade de sustentar
apenas espécies menos exigentes em termos de fertilidade do solo, tendo
como principal caracteristica a ocorréncia de solo exposto na area.A
degradacéao esta geralmente relacionada a diminuigao da disponibilidade de N
no solo, causada por acumulo de serapilheira de baixa qualidade
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(CANTARUTTI, 1996). Entretanto, a produg¢ao de biomassa e produtividade do
rebanho sado afetados diretamente pelo nivel de degradacao das pastagens e,
o produtor tem a capacidade técnica de avaliar os estagios de degradacgao e
tomar as medidas corretivas adequadas (DIAS-FILHO, 2011). Além disso, a
degradacgado das pastagens tem relagdo com questdes menos perceptiveis,
como mudancas climaticas.

Na ultima década, o avango tecnoldgico, principalmente o
langamento de gramineas com maior produtividade, e o melhoramento genético
do rebanho, tem estimulado uma mudanga de atitude no setor de produgao de
carne e leite no pais. Estes fatores correlacionados as pressdes ambientais e de
mercado, estdo fazendo com que os produtores desenvolvam uma pecuaria
sustentavel e eficiente, caracterizada pela busca de maior produtividade
(MARTHA JUNIOR et al., 2012), ou seja, produzir mais carne ou leite em areas
menores de pastagens.

Desta forma, faz-se necessario avaliar os niveis de degradagéao
das pastagens, capazes de gerar resultados simples de serem interpretados,
com razoavel confiabilidade, possibilitando que o produtor seja mais assertivo
nas definicbes de estratégias de recuperacdo e na utilizacdo de praticas
conservacionistas adequadas, garantindo assim, maior produtividade e

prevencgao dos processos erosivos.

4.2 Classificagao dos niveis de degradacao de pastagens

Spain e Gualdron (1991) definem degradacédo como sendo a
diminuicdo consideravel na produtividade potencial para as condigoes
edafoclimaticas e bidticas a que a pastagem estd submetida. Contudo, a
diversidade das espécies e suas caracteristicas morfolégicas dificultam o
estabelecimento de critérios para a avaliacdo do nivel de degradacgado das
pastagens (NASCIMENTO et al., 2006).

As fases de classificagdo de pastagem, segundo Spain

e Gualdron (1991), estdo apresentadas na Tabela 1;

Tabela 1. Classificagdo das fases de pastagens segundo os parametros
limitantes e seu nivel de degradacéao.
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: Perda de Nivel de
Estagio de Paréametros de referéncia produtividade Deterioracio
degradagéo (%) ¢
1 Vigor e qualidade <25 Leve
Estagio anterior + pouca
2 populagdo 25a50 Moderado
Estagio anterior + plantas
3 daninhas 50a75 Forte
Estagio anterior + formigas
4 e cupins >75 Muito Forte
5 Estagio anterior + solo exposto > 75 Muito Forte
6 Estagio anterior + erosao >75 Muito Forte

Fonte: Adaptado de Spain e Gualdrén (1991).

O estado do Rio de Janeiro possui 12,1 milhdes de hectares de
pastagens, sendo que 18% destas areas apresentam degradacgao leve e 5,36%
degradacgéao severa (LAPIG/UFG, 2018), Figura 2.

Figura 2. Pastagem degradada no estado do Rio de Janeiro.
Fonte: Lapig/UFG (2018).

Contudo, a classificacao visual utilizada de maneira isolada é
considerada insuficiente para distinguir os niveis de degradacao das pastagens
(ROCHA JUNIOR et al., 2014). Sendo, a cobertura vegetal o parametro mais
indicado para complementar essa avaliacdo, uma vez que a predominancia da

forrageira e a presenca elevada de solo exposto sao os indicadores mais

PASTAGEM DEGRADADA NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO &

Legenda

Limite Estadual
Pastagem Degradada
Classe

B nNso degradada
Leve

Moderada

o 25 50 100

Fonte: Lapig/UFG (2018), IBGE (2019). — B severa

assertivos para configurar evolucéo do processo de degradacéo (LISBOA et al.,
2016).
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Uma vez que, a avaliagdo visual € muito subjetiva, a
complementagcdo com amostragens de solo e analises laboratoriais de atributos
fisico-quimicos confere maior confiabilidade ao diagndstico e eficacia na
distingao dos niveis de degradagao (LISBOA et al., 2016).

4.3Dinamica da decomposicdo da serapilheira em areas de
pastagem

A serapilheira da pastagem é definida como o tecido vegetal
senescente desconectado da planta e depositado sobre ou abaixo da superficie
do solo (DUBEUX JR. et al., 2006), ou seja, € composta por material vegetal
como, folhas, caules, frutos, sementes e flores liberados pelas plantas (COSTA
etal., 2012), e apresenta distribuicdo uniforme e disponibilizagao dos nutrientes
mais lenta, quando comparada as excretas dos animais (DUBEUX JR. et al.,
2007), com menores perdas (DUBEUX JR. et al., 2013), possibilitando melhor
aproveitamento dos nutrientes por area e melhor distribuicado temporal.

Geralmente, a fragcao folha € a mais abundante na serapilheira
(BIANCHIN et al., 2016). De acordo com Waksman (1952), de forma geral, os
tecidos vegetais, sdo compostos por celulose (15-60%), hemicelulose (10-30%),
lignina (5-30%), fragéo soluvel em agua (5-30%), fragao soluvel em éter (1-15%),
proteinas (1-10%). A celulose € uma estrutura bem estavel formada por cadeias
lineares de D-glicose com ligacdes B-(1— 4), formando uma fita totalmente
ordenada, impedindo, relativamente, a atividade de enzimas, dificultando a
degradacao.

A hemicelulose é formada por uma cadeia rica em ramificagcoes
de xilose e arabinose, inclusive contendo glicose, manose, e galactose, que por
sua vez, apresentam maior facilidade de hidrélise (TAIZ; ZEIGER, 2004). A
lignina possui caracteristica de resisténcia a degradacao, se comportando como
escudo, ela envolve a celulose, a hemicelulose e as proteinas da parede celular
(BERG; MCCLAUGHERTY, 2008). H4 maior velocidade de decomposi¢ao na
serapilheira que possui em sua estrutura alto conteudo soluvel, do que na
decomposicao da serapilheira que possui alto teor de lignina (LASHERMES et
al., 2016). Quando a decomposic¢ao atinge o estagio mais avangado observa-
se maior concentragdo de lignina (BERG, 2000) e menor concentragdao de
celulose (HEAL et al. 1997).
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A composicdo da vegetacdo de um determinado sistema
influencia a producéao, qualidade e composi¢cao da serapilheira, uma vez que
cada espécie que constitui o sistema possui fatores fisioldgicos internos
caracteristicos, como: estrutura e disposicao das folhas; conteudo de clorofila;
acumulo e distribuicdo de carboidratos, entre outros (YADAV et al., 2008;
PIMENTA et al.,, 2011). Esses fatores resultam em diferentes modelos de
producao de serapilheira, ou seja, as quantidades de serapilheira depositadas
nos sistemas sao diferentes, bem como as propor¢oes das fracbes que a
constituirdo.

A decomposicao da serapilheira € uma das principais vias para
reciclagem e, importante fonte de nutrientes organicos e inorgénicos para o
crescimento das plantas no ecossistema de pastagens (WANG et al., 2008;
CRESPO, 2015). A biodisponibilidade e velocidade de reciclagem de
determinado elemento varia em fun¢do da qualidade do material vegetal da
serapilheira depositada no solo (ALVES et al., 2006). Sendo assim, a reciclagem
de nutrientes da serapilheira no ecossistema de pastagem influencia
diretamente na manutencao da produtividade da mesma, visto que as areas de
pastagens brasileiras apresentam baixo nivel de utilizagdo de insumos e, o
retorno de nutrientes ocorre principalmente através da decomposicdo da
serapilheira (DUBEUX JR. et al., 2006).

Portanto, a principal transferéncia de nutrientes da planta para
o solo é através da deposicdo e decomposicdo da serapilheira, sendo que a
decomposicido € um processo essencial do ecossistema, que determina o ciclo
de nutrientes e carbono, a manutencado dos servigcos ambientais, mantendo a
estabilidade das comunidades vegetais e animais (WANG et al., 2008; CRESPO,
2015; MOURA et al., 2017).

O processo de decomposicao é dividido em trés fases (Figura
3). Com decaimento inicial rapido na primeira fase, devido a perda de
componentes soluveis em agua e de facil degradacéao, seguida da segunda fase,
de decomposicao mais lenta, com a influéncia das atividades dos organismos do
solo, que agem como fragmentadores ou decompositores do material e, por
fim,na terceira fase ha a perda do material mais recalcitrante, como a lignina
(MELILLO et al, 1989; CHAPIN lll et al., 2002).
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Figura 3. Modelo de decomposigéo da serapilheira com os principais constituintes quimicos e a
escala de tempo comumente encontrado em ambientes quentes (tropicais) e frios (artico).
Fonte: Adaptado de Chapin Il et al., (2002).
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Entretanto, residuos vegetais de baixa qualidade e
palatabilidade, como compostos de cadeias carbénicas longas, sao de dificil
degradacdo e se tornam pouco atrativos aos microrganismos,
consequentemente, tendem a ter baixa taxa de decomposigao (PARSONS et al.,
2014). A lignina € um composto de cadeia carbdnica longa, conhecida por ter
baixa degradabilidade, comparada a outros componentes das folhas (MELILLO
et al., 1982), tendendo a se acumular nos residuos. Por outro lado, a celulose
e hemicelulose, que também possuem cadeia longa, sdo decompostas em uma
taxa considerada rapida, pois s&o hidrossoluveis (YANG et al., 2000).

Neste contexto, o conhecimento do processo de ciclagem é de
suma importadncia, nao s6 para compreender o funcionamento dos
ecossistemas, mas também na busca por informacdes para a implementacao de
praticas de manejo para a recuperacgao de areas degradadas e manutengao da
produtividade (SOUZA; DAVIDE, 2001).

Diversos estudos revelaram que a decomposicdo de
serapilheira € influenciada por diferentes fatores, como precipitacao,
temperatura, vento, conteudo de agua disponivel no solo, umidade do ar, tipo
de vegetacgao, latitude,altitude, relevo, as caracteristicas do solo, entre outras
(PINTO et al., 2008, LIMA et al.,, 2015). Além disso, a serapilheira reduz a
incidéncia da radiacao solar direta sobre o solo e, consequentemente, favorece
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a retengdo de umidade (JARAMILLO-BOTERO et al., 2008).

A decomposicdo de serapilheira em areas de pastagem, na
estacado de crescimento (na estagcédo chuvosa), exerce influéncia continua no
fornecimento de nutrientes para as plantas, enquanto a dindmica de
decomposicdo em sistemas de cultivo anual ocorre principalmente em periodos
especificos (EILITTA et al., 2003). Ademais, a mudanca no uso da terra é o fator
de mudanga global mais imediato e difundido, com consequéncias
potencialmente significativas para a decomposicdo (BAKKER et al., 2011).
Entretanto, torna-se dificil determinar qual fator pode prevalecer sobre os demais
e, principalmente, relaciona-los com a producéo de serapilheira.

A alta taxa de decomposicao da serapilheira indica que ela
promove a liberagao rapida e, portanto, o reaproveitamento de nutrientes pelo
sistema radicular da vegetacéao no sistema (BIJAYALAXMI; YADAVA, 2010). No
sistema solo-planta, os nutrientes estdo em um estado de fluxo continuo e
dindmico no qual as plantas retiram os nutrientes do sol, e os utilizam em seus
processos metabolicos, devolvendo-os naturalmente ao solo como serapilheira.

O estudo da taxa de decomposicdo € realizado para
compreender a dindmica e funcionamento dos ecossistemas, pois € considerado
o elemento mais condicionante para manter a fertilidade do solo, por sua
importancia no processo de transferéncia de nutrientes da fitomassa para o solo.

No mundo inteiro, as taxas de decomposig¢ao nos biomas sao
estabelecidas principalmente pelas caracteristicas individuais das folhas,
porém, para as espécies de forragens tropicais, os estudos de taxa de
decomposicédo ainda sdo escassos. Arato et al. (2003) observaram que as
maiores taxas de decomposi¢cao favoreceram a liberagdo mais rapida dos
nutrientes e melhor reaproveitamento dos nutrientes por parte da vegetacéo do
sistema.

Estima-se que em areas cultivadas com pastagens, semeado
com o capim-baia (Paspalum notatum Fligge) e em sistema de manejo animal
extensivo,, cerca de 60, 89 e 87% do total de C, N e P, respectivamente, foram
contabilizados pela matéria orgénica do solo e o restante dos pools destes
nutrientes foram medidos na vegetagcdo acima e abaixo do solo, serapilheira
acima do solo e excrementos de animais (DUBEUX et al., 2006). Porém, a

matéria organica do solo ndo pode ser a principal fornecedora desses nutrientes
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para o crescimento das plantas devido a sua baixa taxa de mineralizacao,
variando de 20-50 g kg -' ano -' (DUBEUX et al., 2007).

A serapilheira de gramineas Cs4, geralmente, € de baixa
qualidade, resultando na imobilizagdo do N (FISHER et al., 1997), o que acarreta
a escassez deste nutriente em sistemas de baixo consumo (REZENDE et al.,
1999). Esse fendbmeno ocorre devido a sua baixa qualidade em pastagens de
clima quente, a qual atua como um sumidouro do nitrogénio disponivel no solo
(THOMAS; ASAKAWA, 1993).

Vale destacar que o ciclo do C também afeta a disponibilidade
de N, P e S, nutrientes associados a compostos organicos e atividade
microbiana, via mineralizagcao e/ou imobilizacdo (CANTARUTTI, 1996). Fisher
et al. (1997) avaliando a ciclagem de nutrientes em pastagens tropicais
observaram que a maioria desses processos estdo relacionados a
concentracao de C e com a qualidade do material organico, como as relagdes
C:N, C:P, C:S, P:S, lignina:N e lignina: polifendis.

Sob outro enfoque, em estudos de ciclagem de nutrientes em
diferentes ecossistemas, um dos métodos usados para estimar a decomposi¢ao
da serapilheira é a determinacédo do valor K, feita por medidas de perda de
massa a partir do material remanescente em cada periodo de coleta, a partir do
tempo zero de incubagao (SCORIZA et al., 2012).

Acredita-se que a ciclagem de nutrientes em areas de pastagens
esta relacionada ao tempo de meia-vida da serapilheira, ou seja, a reducédo na
meia-vida da serapilheira proporciona troca mais rapida de nutrientes e aumento
no suprimento de nutrientes (DUBEUX Jr. et al., 2007), sendo que a média de
meia-vida para gramineas C4 € de 174 dias, apds a incubagao da serapilheira.

Com base nessas consideragdes, Rezende et al. (1999),
apresentaram diversos estudos relatando o tempo necessario para a
decomposicdo da metade da biomassa da serapilheira de gramineas e

leguminosas tropicais (Tabela 2).

Tabela 2. Constante de decomposicdo simples estimada e seus respectivos
tempos de meia-vida para algumas forrageiras tropicais.

Espécie/Cultivar kg'g'd'd Meia-vida (d)” Referéncia
Graminea
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Brachiaria decumbens 0.0031 223 Thomas; Asakawa (1993)
Brachiaria humidicola 0.0044—0.0082 84-159 Rezende et al. (1999)
Panicum maximum
‘Tanzénia’ 0.0092 75 Schunke (1998)
Andropogon gayanus 0.0025 277 Thomas; Asakawa (1993)
Leguminosa
Arachis pintoi 0.0042 50 Thomas; Asakawa (1993)
Desmodium
ovalifolium 0.0241 29 Ferreira et al. (1997)
Pueraria phaseoloides 0.0020 111 Thomas; Asakawa (1993)
Stylosanthes
guianensis 0.0022 79 Thomas; Asakawa (1993)

* Constante de decomposigdo do modelo exponencial Unico. Todas as estimativas
foram feitas durante o verao, estagao das chuvas.

™ Quantidade de tempo necessario para decomposigdo da metade da biomassa da
serapilheira [T1/2 = (In?)/k = 0.6932/k].

Fonte: Adaptado de Rezende (1999)

Robbins (1989) trabalhando com pastagens de Panicum na
Australia, concluiu que a mineralizagao liquida do N n&o ocorreu no periodo de
100 dias de incubacéo da serapilheira e, que apds 365 dias de incubacéo,
apenas 20 a 30% de todo N da serapilheira tinha sido liberado no solo. Sendo
que, o plantio de um mix de gramineas e leguminosas em regides tropicais tende
a aumentar a fertilidade do solo e proporcionar a sustentabilidade da pastagem
por meio da decomposigao da serapilheira de melhor qualidade (CANTARUTTI
et al., 2002).

Por fim, as pastagens degradadas, sistemas em que a entrada
de N é baixa, a serapilheira pode desempenhar papel positivo, em virtude de
atuar como um reservatoério, imobilizando o N e liberando-o posteriormente,
reduzindo as perdas de nutrientes para o meio ambiente (WEDIN; TILMAN,
1996). Nota-se que é necessario desenvolver estratégias de gestdo adequada
para compreender a capacidade e a dinamica da serapilheira na ciclagem de
nutrientes e, assim, determinar o futuro dos agroecossistemas de pastagens em

climas quentes.

4.4Microrganismos e sua influéncia no processo de
decomposicdo da serapilheira

A microbiota do solo € um componente importante da
biodiversidade terrestre, envolvida em importantes processos biogeoquimicos
(CROWTHER et al., 2014). As bactérias e os fungos sao responsaveis por 90
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a 95% do total do metabolismo heterotrofico na maioria dos solos, tornando
esses microrganismos chave na decomposicao da matéria organica e na
mineralizagao de nutrientes. Possuindo diferentes fungcbes na degradagao da
matéria orgénica no solo, esses microrganismos sdo elementos basicos e
importantes para o fornecimento de nutrientes as plantas, através da interagéao
mutualistica e simbidtica (DJUKIC et al., 2010).

Esses microrganismos decompositores podem  ser
classificados em trés grupos diferentes: o primeiro grupo denominado
oportunistas, com alta velocidade de crescimento e especializado em degradar
moléculas soluveis, o0 segundo grupo, denominado especialistas, de
crescimento lento, e especializado em degradar celulose e lignocelulose e, o
terceiro grupo, denominado mineiros, também de crescimento lento,
especializado em degradar lignina (BALDEZ, 2018).

Em vista dessa especificidade de cada grupo, pode-se inferir
que fungos e bactérias tém acdo em diferentes substratos na decomposic¢ao da
matéria organica (Mora-Gomez et al., 2016), associado a presencga de enzimas
especificas para a degradagao (LEJON et al., 2005), formando um outro tipo de
abordagem na divisdo. Nesse caso, em quatro grupos distintos: celuloliticos,
hemiceluloliticos, pectinoliticos, e ligninoliticos (TAUK, 2018). Salientando que,
o fator determinante para a velocidade da decomposicéo € a intensidade das
atividades de cada enzima secretada (WICKINGS et al., 2012).

A degradacdo 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 populagéo (BERG, 2000). A qualidade da serapilheira influencia
a decomposicao de forma que o material vegetal de alta qualidade é mais
atrativo aos microrganismos do solo e sdo degradados mais rapidamente, ou
seja, altas concentragbes de N e fosforo (P) influenciam positivamente a
decomposicdo, pois esses nutrientes sao essenciais e limitantes para o
metabolismo dos microrganismos (LISANEWORK; MICHELSEN 1994).

Como destaca Parron (2004), nos ecossistemas tropicais
encontra-se grande biodiversidade, e o entendimento do fluxo de nutrientes e
energia que ocorrem no solo, serapilheira e raizes podem proporcionar uma

maior compreensao sobre a mineralizacdo dos nutrientes e a relacdo das
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comunidades com o ambiente, sendo a serapilheira a grande representante da
transferéncia de nutrientes das plantas ao solo em ecossistemas.

Outro fator que pode alterar a dinAmica de decomposic¢ao é o
manejo do solo e da cultura, pois influenciam diretamente a microbiota
(BRESOLIN et al., 2010) por meio de alteragbes no microclima causadas pelo
aumento da incidéncia direta dos raios solares, o que afeta a atividade dos
microrganismos do solo e, consecutivamente, a decomposi¢cao (LORENZO et
al., 2014). Assim, praticas agricolas que usam diferentes espécies de plantas em
rotacdo promovem diferentes tipos de residuos vegetais, fomentando uma
populagao diversa de microrganismos do solo.

A avaliacdo da eficacia das praticas de manejo para
recuperagdo de areas degradadas é intensamente influenciada pelos
parametros microbioldgicos e bioquimicos do solo (ANDRADE; SILVEIRA et
al., 2004). Os microrganismos respondem rapidamente as mudangas do uso
da terra ou do ambiente, assim, o monitoramento das mudangas
microbioldgicas e sua correlagdo com as praticas de manejo das culturas tem
grande potencial para estabelecer indicadores de qualidade do solo (NIELSEN;
WINDING, 2002).

O conhecimento dos efeitos das culturas agricolas na dindmica
das populagcbes microbianas dos solos € sempre importante, devido as
transformacdes que esses microrganismos promovem, influenciando na
qualidade dos produtos e na produtividade agricola (PEREIRA et al., 2007). Os
microrganismos estao diretamente envolvidos na ciclagem de nutrientes e, junto
com a quantificacdo do total de bactérias e fungos, a avaliagdo de grupos
microbianos proporciona a compreensdo de como ocorrem 0S Processos
bioquimicos (ANDRADE; SILVEIRA et al., 2004).

Além disso, os microrganismos podem mostrar até que ponto
a natureza da comunidade vegetal pode afetar a formacéo e a dindmica da
microbiota do solo e da decomposicao da serapilheira
(PRESCOTT;GRAYSTON, 2013). De maneira geral, o padrao de resposta,
quanto ao metabolismo microbiano no ecossistema, € que a diversidade e a
riqueza em uma area sem vegetacao, inicialmente, sejam baixas. A medida que
a vegetacido se estabelece, esses parametros microbianos aumentam
rapidamente (TORSVIK; OVREAS, 2002). A redugao da diversidade de
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espécies implica em prejuizos para a adaptabilidade futura (ALTIERI, 2002).

A diversidade, riqueza e abundancia de microrganismos como
indicadores da qualidade do solo tem sido bastante discutido, especialmente nas
ultimas décadas, com o inicio da adogéo de técnicas de biologia molecular, as
quais possibilitaram a avaliagdo dos microrganismos em amostras ambientais
(COUTINHO et al., 1999; ROSADO, 2000). Contudo, existe o consenso de que
a diversidade microbiana esta diretamente relacionada a estabilidade do
ecossistema (KENNEDY, 1999).

Os fungos sao organismos eucaribticos, aclorofilados,
heterotrofos que obtém alimento absorvendo substancias organicas dissolvidas
em sua superficie celular. Em geral, possuem hifas como estrutura vegetativa
filamentosa basica, que juntas dao origem ao micélio. Suas ramificagdes formam
uma grande “rede” de diversas interagdes com outros organismos da micro e
mesofauna. Muitos fungos também sao unicelulares, como as leveduras, e
possuem menor capacidade de penetracdo, colonizando superficies de
particulas (RAGHUKUMAR, 2017).

A existéncia de fungos capazes de degradar compostos
xenobidticos é de grande interesse para a biorremediag¢ao, sendo os fungos de
decomposicéo branca (degradadores de lignina) um dos grupos que de maior
notoriedade em estudos relacionados a biodegradagao de poluentes, pois sao
capazes de transformar e mineralizar contaminantes ambientais, tais como,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes, herbicidas e outros
compostos toxicos através da agdo de suas enzimas extracelulares (CHANDRA,;
RUSTGI, 1998).

Este Reino vive em estreito contato com os vegetais, existindo
evidéncias dessa associacao desde o periodo Carbonifero, quando as plantas
conquistaram a terra com a ajuda de fungos na forma de micorrizas. Esta relacéao
€ bastante complexa, podendo ser positiva (micorrizas, fungos endofiticos,
saprofitismo) ou negativa, com espécies causadoras de doengas representando
sérios problemas ao desenvolvimento, producao e frutificacdo de vegetais,
fitopatdgenos perigosos em situagdes de monocultura e de desequilibrio
ecologico (BONONI et al., 2007).

Os saprobios (Saprofitos) sdo espécies degradadoras de
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matéria organica e muito importantes para o processo de reciclagem dos
nutrientes (ciclos biogeoquimicos), pois absorvem os nutrientes da matéria
organica morta, utilizando-os para seu crescimento e reprodug¢ao, também
liberando minerais para o ambiente e desempenhando papel essencial para
evitar o acumulo de restos organicos no meio (CARLILE; WATKINSON, 1994).

A reprodugcdo destes organismos acontece mediante a
dispersao de esporos ou ceélulas, produzidos sexuada ou assexuadamente.
Muitos fungos perderam a capacidade de se reproduzir sexuadamente e
produzem apenas esporos assexuados. Participam da decomposicdo da
matéria organica, como os saprobios, essenciais para a ciclagem de nutrientes
(HAWKER, 2016; RAGHUKUMAR, 2017).

Representam um agrupamento polifilético (espécies
apresentam dois ou mais ancestrais diferentes) (MAZZAROLO, 2005), sendo
organismos extremamente diversos. Essa diversidade € vista em sua ecologia,
evolugdo, morfologia, fisiologia e filogenia. Micologistas taxonomistas
descreveram apenas cerca de 135.000 a 150.000 espécies, que se estima ser
no maximo 10% do numero total de fungos no mundo (RAJA et al., 2021).

Os fungos estdo classificados atualmente em 19 filos
(WIJAYAWARDENE et al., 2020), sendo eles: Aphelidiomycota, Ascomycota,
Basidiobolomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota, Chytridiomycota,
Entomophthoromycota, Entorrhizomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota,
Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota,
Neocallimastigomycota, Olpidiomycota, Rozellomycota e Zoopagomycota.

Dentre os grupos conhecidos de fungos verdadeiros, pode-se
citar os zigomicetos, pertencentes ao filo Zygomicota, considerados
descendentes dos Chytridiomycota (fungos geralmente de ambientes aquaticos
ou de solo umido). Caracterizam-se por apresentarem a parede celular
constituida por quitina e quitosano, além de apresentarem micélio com septos
apenas na delimitacdo dos 6rgédos de reprodugcdo ou quando a colbnia
envelhece. Foram descritas em torno de 200 espécies deste grupo, distribuidas
em quatro ordens: Mucorales, Enthomophthorales, Zoopagales e Glomales
(MATHEUS; OKINO, 1998).

Outro filo conhecido é dos basidiomicetos, que incluem os
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fungos que produzem esporos (basididsporos) de origem sexuada em uma
estrutura especializada denominada basidio, popularmente chamados de
cogumelo ou orelhas-de-pau, além de outras espécies, como os fungos
gelatinosos, os “gasteromicetos”, as ferrugens e carvbes e algumas formas
levedurdides (BONONI; GRANDI, 1998). A classe Basidiomycetes é constituida
por nove ordens, Tremellales, Auriculariales, Septobasidiales, Exobasidiales,
Brachybadiales, Dacrymycetales, Tulasnellales, Aplyllophorales e Agaricales.
Sé&o fungos de micélio septado, que se reproduzem por esporos exogenos
(basidiosporos) formados sobre uma hifa especial denominada basidia.

O micélio dos basidiomicetos é tipicamente septado e apresenta
uma estrutura tipica, denominada grampo de conexao (BRUNS et al., 1991). Séo
caracterizados por possuirem dois tipos basicos de basididsporos, liberados
violentamente dos basidios, seja nas lamelas das Agaricales ou nos poros das
Aplyllophorales. Também existem os denominados estatimosporos, liberados
passivamente (BONONI; GRANDI, 1998). Os mesmos autores colocam que a
hierarquia taxondmica do grupo vem sofrendo muitas modificagdes nos ultimos
tempos. Os basidiomicetos sao os principais responsaveis pela decomposi¢cao
da madeira, composta por celulose e lignina, que dao resisténcia as paredes das
células vegetais (UNTERSEHER; TAL, 2006).

A funcdo decompositora das bactérias € definida quanto as
atividades celuloliticas, amiloliticas, pectinoliticas, porém, indefinida quanto a
capacidade de despolimerizar as ligninas, ainda que, muitas sejam
degradadoras de grupos ciclicos e transformadoras de compostos aromaticos
(GRANT; LONG, 1989; SIQUEIRA et al., 1994). Estagios iniciais da
decomposicido da serapilheira sao caracterizados pela ocorréncia de poucos
tipos de organismos uniformes em seu comportamento e em sua resposta ao
ambiente.

A medida que a decomposicdo prossegue, a populacéo
microbiana se torna mais heterogénea, particularmente entre as bactérias.,
representadas por poucas espécies no comego, mas por uma maior diversidade
nos estagios de decomposicdo mais avancados (GYLLENBERG; EKLUN,
1974). Apesar dos fungos serem mais eficientes em degradar celulose, as
bactérias sdo responsaveis pela solubilizacdo do fésforo, aumentando a

disponibilidade desse nutriente em solos de baixa fertilidade e de alta acidez
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(SHARMA et al., 2013).

Além disso, bactérias gram-negativas sdo especializadas na
decomposicéo e assimilagdo de substratos instaveis (vanilina e glicina) e, sdo
chamadas de estrategistas-r (copiotréficos) (SHARMA et al., 2013). Ja, as gram-
positivas mineralizam substratos mais complexos (hemicelulose) (WHITAKER
et al., 2014), sendo esse ultimo grupo de microrganismos, juntamente com os
fungos, denominados de estrategistas-k (oligotréficos), devido a grande
associagao com a decomposicado da matéria organica, mineralizando, de forma

lenta e eficiente, as fontes de carbono recalcitrantes (KORANDA et al., 2014).

4.5Limitagbes ao desenvolvimento e atuagdo dos microrganismos

A disponibilidade de nutrientes no solo é influenciada pela
temperatura, precipitagcao, altitude e tipo de vegetacdo que compde a
serapilheira (PAJARES; BRENDAN, 2016). Essa influéncia das condigbes
climaticas na liberacdo dos nutrientes da serapilheira pode ser dada,
indiretamente, através da microbiota decompositora, pois esta também sofre
influéncia desses fatores (BERLEMONT et al.,, 2014). Sendo assim, sao
necessarios estudos mais aprofundados dessas correlagcdes entre condi¢des
climaticas, microrganismos e liberagao de nutrientes para melhor compreensao
em prol da elaboragao de estratégias de preservacgao (SINGH et al., 2010). A
temperatura € um fator que pode ter influéncia na microbiota, de modo que,
quando é baixa ha o aumento da eficiéncia no uso de carbono pela microbiota
do solo (FREY et al., 2013). Ja, em temperaturas altas, causam menor eficiéncia
(WHITAKER et al., 2014).

Além da temperatura, a umidade pode afetar muitos
ecossistemas (FENN et al., 2010). Assim como a mineralizagdo da matéria
organica, todos os processos biogeoquimicos do solo sao influenciados pela
umidade (RODRIGUEZ-ITURBE; PORPORATO, 2005) e, assim também é
observado para o0s microrganismos, que respondem a mudangas na
disponibilidade de agua (BOUSKILL et al., 2013).

Tal comportamento da relagdo da umidade com a microbiota,
€ explicado pelo fato de que, em condicbes de estresse, ha aumento na

produgcdo de enzimas oxidativas pelos microrganismos, provocando maior
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degradagao de polimeros vegetais, tais como, celulose e lignina (BOUSKILL et
al.,, 2016) e, se o solo apresentar umidade abaixo da ideal pode haver a
restricdo dessas enzimas (MANZONI; KATUL, 2014).

Além disso, a diminuigdo da umidade pode promover maior
oxigenagao no solo, desencadeado a precipitagdo dos metais ferrosos soluveis
para metais ferrosos complexos e, juntamente, ocasionando a co-precipitagcao
da matéria organica e do fosforo (KLEBER et al., 2015). Contudo, existem grupos
de microrganismos que conseguem sobreviver em condicdo de estresse
osmaotico, como € o caso das bactérias, devido a sua capacidade de produzir
biofilmes quando expostas a condi¢des desfavoraveis de umidade, promovendo
uma protecdo contra agdes redox e dessecagao pelo estresse osmotico
(O'TOOLE; Stewart, 2005).

Porém, ha casos, como por exemplo, o estudo de Allison et al.
(2013), em que é observada uma queda significante da biomassa bacteriana
quando submetida a um ambiente seco. Nao s6 as bactérias, mas também os
fungos conseguem sobreviver e, até mesmo, aumentar sua populagdo sob
condigdes de umidade desfavoraveis (BOUSKILL et al., 2013), uma vez que
esses microrganismos possuem a capacidade de produzir antibidticos quando
submetidos a estresse osmdético (BISHOP et al., 2004).

Ndo somente a temperatura e a agua, mas também o pH,
influencia na microbiota, de maneira que quando este encontra-se acido,
observa-se a predominancia de bactérias, principalmente, as Acidobactérias e
as Proteobactérias (HIRAISHI et al., 1995). O estudo realizado por Rousk et al.
(2010), analisando a influéncia do pH na microbiota do solo apontou mudancgas
significativas apenas em grupos de bactérias, nao observaram influéncia
significativa no grupo de fungos.

A composigdo quimica do material vegetal decomposto
também pode interferir na variagcdo dos microrganismos (BERLEMONT et al.,
2014). A partir de modificagbes estruturais quimicas os compostos orgénicos
alteram a composicdo da comunidade microbiana no decorrer da
decomposicdo, dando origem a uma sucessao de microrganismos
decompositores, portanto, o tipo de floresta, pode influenciar na microbiota (NIE
et al., 2012).

Em concordancia, Berg e Smalla (2009), inferiram que os niveis
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filogenéticos do vegetal podem afetar a estrutura da microbiota do solo, como,
por exemplo, a secre¢ao de aminoacidos, flavonoides e agucares por espécies
arboreas da familia Fabaceae, modulando a estruturacdo da comunidade
microbiana (SZOBOSZLAY et al., 2016). Outro exemplo de modulagcéo da
microbiota é o fato do crescimento de fungos ser dependente da presencga de
lignina, tornando esse grupo de microrganismos bastante sensivel as mudangas
na vegetacao (LAUBER et al., 2008).

Em resumo, as propriedades tanto da planta quanto do solo
(Yang et al., 2017) juntamente, com temperatura e disponibilidade de agua,

influenciam na diversidade da microbiota do solo.

4.6 Identificando os microrganismos

Dentre diferentes técnicas moleculares destacam-se as
baseadas na caracterizacdo de acidos nucléicos extraidos das amostras
ambientais, visto que essas oferecem grande potencial para investigar o perfil da
comunidade de bactérias e fungos, uma vez que a maioria das espécies destes
reinos ndo podem ser cultivadas.

Essas técnicas permitem a identificacao de fatores empregados
no manejo de solo que interferem nas multiplas fungdes e habitats da
comunidade microbiana (PETERSEN et al., 2013), bem como a caracterizagao
detalhada da estrutura e sucessao microbiana, incluindo os microrganismos nao
cultivados ou isolados em condi¢gdes de laboratério (RINKE et al., 2013;
HUGENHOLTZ et al., 1998) e as espécies predominantes, que podem ser
utilizadas como indicadoras de funcionalidade e qualidade do solo
(O'DONNELL; GORES, 1999).

Nas ultimas décadas, DGGE (Denaturing gradient eletroforese
em gel) (MUYZER et al., 1993), T-RFLP (Restricdo de terminal polimorfismo de
comprimento de fragmento) (LIU et al., 1997), FISH (fluorescente hibridizagéao
in situ) (WAGNER et al., 1998)] e Genechips (HE et al., 2012) foram usados
como meétodos convencionais em estudos de comunidades microbianas e
diversidade até o desenvolvimento de alta produtividade tecnologica de
sequenciamento.

Os métodos metagendmicos fornecidos pela tecnologia de
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sequenciamento de ultima geragdo sédo: Roche 454 (CLAESSON et al., 2010;
TAMAKI et al., 2011) e lllumina (BENNETT, 2004). Este método de identificacdo
molecular (lllumina) consiste na utilizagcdo de um pequeno segmento de DNA
suficientemente variavel ao nivel de organizagao interespecifico, mas pouco
variavel ao nivel intraespecifico, possibilitando, desta forma, a discriminagao
acurada de espécies biologicas. Além disso, a abordagem tedrico-metodologica
e pratica desse método de codificagcdo de DNA pode ser considerada como a
base de um sistema taxondmico integrado, capaz de implementar todos os
aspectos da taxonomia em dire¢ao a representagcéo dos organismos da biosfera
como um todo (HAJIBABAEI, 2009).

Ainda neste contexto, regides altamente conservadas para o
desenho de primers e regides hipervariaveis para identificar caracteristicas
filogenéticas de microrganismos, a sequéncia do gene 16S rRNA (Figura 4)
tornou-se o gene marcador mais utilizado para perfilar comunidades bacterianas
aregiao ITS em fungos (PORRAS-ALFARQO et al. 2014) e, embora o gene 5.8S
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seja altamente conservado, o ITS1 e o ITS2 conjuntamente, em geral,

apresentam resolugao suficiente para diferenciagédo (NILSSON et al. 2008).

Figura 4. llustragdo do gene 16S rRNA mostrando as regides conservadas (verde) e variaveis
(cinza). As regides conservadas do gene sao idénticas para todas as bactérias, enquanto as
regides variaveis contém sitios especificos Unicos para cada bactéria.

Fonte: www.alimetrics.net

Por fim, ainda existe grande caréncia de trabalhos, com o uso
de tecnologias modernas para sequenciar DNA da comunidade microbiana em
areas de pastagens tropicais. De acordo com a American Society for
Microbiology (RILEY; BUCKLEY, 2009), ha um longo caminho a percorrer na
gendmica ambiental. Os esforgos cientificos nesta area devem concentrar-se no
cruzamento de dados ambientais, bioquimicos e fisiolégicos com dados obtidos
por sequenciamento massivo, com 0 objetivo de preencher as lacunas

existentes.
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ARTIGO: DIVERSIDADE MICROBIANA DA SERAPILHEIRA EM
PASTAGENS NO BIOMA MATA ATLANTICA

RESUMO

Os fungos e as bactérias sdo os motores da decomposi¢cdo da serapilheira,
um processo fundamental que regula os ciclos biogeoquimicos. Apesar de
diversos estudos relatarem que as mudangas abidticas e a qualidade do
substrato afetem a taxa de decomposi¢do, o impacto da composicdo da
comunidade microbiana para essa dindmica permanece indefinida. Para
melhor compreensdo dos processos bioticos envolvidos, avaliou-se a
dindmica da decomposi¢cdo da serapilheira em areas de pastagem nao
degradada e degradada, no Bioma Mata Atlantica, e qual é o papel da
microbiota neste processo. Para isso, trés propriedades privadas com
areas de pastagem degradada e trés propriedades com pastagem nao
degradada do Campo Experimental Santa Moénica, pertencente a Embrapa
Gado de Leite, foram monitoradas durante o periodo de agosto de 2019 a
agosto de 2020. Todas as propriedades se situam no municipio de Valenga-RJ,
em relevo fortemente ondulado a montanhoso e, a classe de solo predominante
€ o Cambissolo. Para o estudo da decomposi¢ao de serapilheira utilizou-se
o método do litterbag, No total, 24 litterbags medindo 20 x 20 cm foram

montados, contendo 10 g de serapilheira, e coletados aos 0, 64, 128 e 256 dias
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apdés a incubacdo. A extracdo de DNA foi realizada com a utilizacdo do
FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, EUA), e os quantificados por meio
da aplicacdo da técnica de PCR quantitativo (QPCR)s. Para estudo da
composi¢cao da comunidade microbiana, uma aliquota do DNA extraido foi
utilizada para amplificagédo da regido ITS de fungos e da regido V4 do gene que
codifica 0 16S rRNA de bactérias, e submetido ao sequenciamento de nova
geragao pela empresa NOVOGENE (Beijing, China). Os dados obtidos a partir
do sequenciamento foram analisados no programa Past 4.0. A comunidade
fungica, composta por fungos saprotréficos, dominaram a serapilheira em

decomposicao nas areas avaliadas. A comunidade bacteriana
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dominou as fases de decomposi¢ao da serapilheira. Os indices de diversidade
e riqueza da composicdo da comunidade bacteriana e fungica nao
apresentaram diferengas entre as areas. Os filos Ascomycota e Basidiomycota
apresentaram maior abundancia relativa. O filo Proteobacteria foi o mais
abundante da comunidade bacteriana. A abundancia relativa dos
microrganismos da comunidade fungica e bacteriana a nivel de filo, ordem e
género foi superior na area n&o degradada. Portanto, os resultados
encontrados indicam que as comunidades fungica e bacteriana sofreram

mudangas no decorrer dos tempos de incubagao da serapilheira.

Palavras-chave: Técnicas moleculares. PCR qualitativo. Diversidade
microbiana.16S rRNA. ITS de fungos.
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LITTLE MICROBIAL DIVERSITY IN PASTURES IN THE ATLANTIC FOREST
BIOME

ABSTRACT

Fungi and bacteria are the engines of decomposition, a fundamental process
that regulates biogeochemical cycles. Despite several abiotic and substrate
quality studies portraying the rate of microbial decomposition, the impact of
community composition on this dynamic remains elusive. To understand this
purpose, we evaluated the cycling efficiency in areas of degraded and non-
degraded pastures, in the Atlantic Forest Biome, and what is the role of the
microbiota in this process. For this, three private properties with degraded
pasture area and three properties of Campo Experimental Santa Ménica,
belonging to Embrapa Gado de Leite with non-degraded pasture, were
selected and monitored during the period from August 2019 to August
2020. That areas belongs to the municipality of Valenca-RJ in which the
relief is characterized as wavy to mountainous and the predominant soil
class is Cambisol. The litter decomposition study was evaluated by the litterbag
method, with 24 litterbags measuring 20 x 20 cm containing 10 g of litter, that
were collected 0, 64, 128 and 256 days after incubation. The DNA selection
was performed using the FastDNATM Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, USA),
the ITS and 16S rRNA genes of the fungal and bacterial community of the litter
samples were quantified using the PCR technique (qPCR). To study the
composition of the microbial community, a certain volume of extracted DNA was
sent for next-generation sequencing of the ITS region of fungi and the V4 region
of the gene that encodes the rRNA of 16S bacteria. The data from the
sequencing were obtained using the Past 4 program.The fungal community,
composed of saprotrophic fungi dominated the decomposing litter in the
evaluated areas. The bacterial community dominated the litter decomposition
phases. The indices of diversity and richness of the composition of the
bacterial and fungal community did not show differences between the
areas. The phyla Ascomycota and Basidiomycota showed higher relative

abundance. The Proteobacteria phylum was the most abundant in the
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bacterial community. The relative abundance of microorganisms from the
fungal and bacterial community at the level of phylum, order and genus was
higher in the non-degraded area. Therefore, the results found demonstrate
that the fungal and bacterial communities underwent significant changes

during the litter incubation times.

Keywords: Molecular techniques. qualitative PCR. Microbial diversity.16S
rRNA. Fungal ITS.
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5. INTRODUGAO

O uso da terra com pastagens é estimado globalmente em
aproximadamente 3 bilhdes de hectares (FAO, 2019). No Brasil, 18,65% do
territorio € ocupado por pastagens (IBGE, 2017), as quais sustentam o maior
rebanho bovino do mundo, em torno de 213 milhdes de cabecas de gado (IBGE,
2018). No entanto, estima-se que no Brasil cerca de 48% das areas de
pastagens apresentam algum sinal de degradagao (DIAS-FILHO, 2017).

As principais causas de degradagao das pastagens séo o
excesso de lotacdo animal, falta de adubagdo e correcdo de plantio e
manutengao, além de técnicas impréprias de semeadura, manejo e preparo do
solo. A degradagao também pode ocorrer devido a falhas de estabelecimento da
pastagem, espécies inadequadas as condi¢des edafoclimaticas locais, uso do
fogo, perda de vigor pela ocorréncia de pragas e doengas ou por baixa fertilidade
do solo e ma drenagem (DIAS-FILHO, 2011; ZIMMER et al., 2012).

A decomposicao da serapilheira € fundamental para o ciclo
biogeoquimico, desempenhando um papel importante na ciclagem de nutrientes
(STUART CHAPIN et al., 2012). As caracteristicas quimicas da serapilheira
(HOBBIE, 2008) e a microbiota do solo também influenciam na decomposigao
da serapilheira (GARCIA-PALACIOS et al., 2016). Diversos estudos relatam que
os elementos climaticos, especialmente temperatura e precipitagao, séo alguns
dos principais reguladores da variagao no aporte de serapilheira e na velocidade
de degradagéao deste material sobre o solo (MUROVHI et al., 2012, FERREIRA
et al.,, 2014, ZHANG et al., 2014; ROZENDAAL et al., 2019; SALK et al., 2020).

Entretanto, Marques e colaboradores (2004) concluiram que a
taxa de decomposi¢ao da serapilheira é também influenciada por varios outros
fatores, principalmente pela razao entre o carbono e nitrogénio (C/N) do material
que acompde. Quando essa relagao é baixa, a decomposicao é favorecida, pois,
a quantidade de N influencia a velocidade da sua decomposicédo, ou seja,
residuos com alta relagdo C/N demoram mais para serem decompostos, pois
possuem maior recalcitrancia. No entanto, ainda ndo estdo elucidados os
potenciais efeitos da interagao desses fatores no processo de decomposicao.

Os microrganismos do solo podem contribuir com até 100% da
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decomposicdo de serapilneira (VAN DER HEIJEN et al, 2008). Desta
forma,caso haja alguma alteragdo na comunidade, em abundancia ou até na
rigueza de espécies, pode ocorrer mudangas nas taxas de decomposicao,
afetando o balanco e a ciclagem de nutrientes no ecossistema
(HATTENSCHWILER et al., 2005), como no trabalho de Handa et al, (2014), que
observaram menor ciclagem de C e N com a redugcdo dos grupos de
decompositores do solo.

Segundo Gongalvez; Diniz, (2008) os ecossistemas possuem
duas divisées fundamentais nos processos de ciclagem de nutrientes: os
produtores e os decompositores. A primeira divisdo € composta por plantas
vasculares, e a outra pelos fungos, bactérias e outros microrganismos
decompositores. Portanto, esse processo € desempenhado por diferentes
grupos de fungos e bactérias capazes de degradar moléculas como celulose,
hemicelulose e lignina (KURAMAE et al., 2013; PURAHONG et al., 2014,
PERSOH, 2015). Ainda neste contexto, o papel das atividades metabdlicas das
bactérias para a degradagao da serapilheira ainda esta em debate.

Apesar das sinteses abrangentes de estudos sobre como a
biodiversidade microbiana afeta a decomposicdo da serapilheira
(HATTENSCHWILER et al., 2005; GESSNER et al., 2010; CARDINALE et al.,
2011; HOOPER et al., 2012), ainda existem questdes-chave que precisam ser
elucidadas. Estas questdes incluem quando, onde e como a biodiversidade tem
um papel na degradacao da serapilheira, e se padroes e mecanismos gerais
ocorrem em ecossistemas e nas diferentes atividades metabdlicas dos
microrganismos (BALVANERA et al., 2006; GESSNER et al.,2010; CARDINALE
et al.,, 2012; HOOPER et al., 2012)

Embora alguns autores considerem que a comunidade
bacteriana provavelmente facilita a atividade dos fungos decompositores
fornecendo elétrons ou micronutrientes essenciais, sendo assim indispensaveis
para a degradacao da serapilheira (FREY-KLETT et al., 2011), outros estudos
postulam que as bactérias simplesmente colonizam a interface solo-
serapilheira, e se beneficiam de substancias prontamente disponiveis devido a
degradagao de macromoléculas complexas por exoenzimas fungicas (BOER et
al., 2005; ROMANI et al., 2006).

No entanto, estudos recentes usando métodos moleculares
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sugerem que a comunidade fungica e bacteriana co-ocorrem e podem
interagirdurante o periodo de decomposigao da serapilheira (PURAHONG et al.
2015; URBANOVA et al. 2015).

Sendo assim, as mudangas climaticas e 0 manejo do solo e da
pastagem podem alterar a taxa de decomposicéo da serapilheira e acomunidade
microbiana em areas de pastagens. No entanto, faltam estudos que
contextualizem a importancia relativa desses fatores. Diante do exposto,
objetivou-se avaliar a dinamica da decomposi¢ao da serapilheira em areas de
pastagem nao degradada e degradada, no Bioma Mata Atlantica, e o papel da
microbiota neste processo. A hipétese € que as areas de pastagem apresentam
diferencas na composicao da serapilheira, e que o tempo possibilita o

desenvolvimento de grupos microbianos especificos.

6. MATERIAL E METODOS

6.1Descricdo, caracterizagdo e design experimental das areas de
estudo

O experimento foi conduzido em trés areas privadas e em trés
areas no Campo Experimental Santa Ménica (CESM), pertencente a Embrapa
Gado de Leite, no Distrito de Barao de Juparana, Valenca-RJ. O histérico de uso
da terra na regiao segue a cronossequéncia vegetacao nativa, cafeicultura e
pastagem. Todas as areas estao localizadas no bioma Mata Atlantica.

De acordo com a classificagao de Képpen, o clima é do tipo Cwa,
caracterizado por inverno seco e verao chuvoso (ALVARES et al., 2013). Os
dados médios de precipitagao pluvial e de temperatura do ar durante o periodo

experimental sdo apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Dados médios de Precipitacdo (mm) e Temperatura (° C) no periodo de agosto de 2019
a agosto de 2020
Fonte: Inpe, 2020.

O relevo é classificado como fortemente ondulado (20 a 45% de
declive) alternando com montanhoso (45 a 75% de declive), caracterizado pelo
predominio de colinas dissecadas, morrotes e morros baixos (DANTAS, 2000;
SANTOS et al., 2010).

As areas estdo inseridas em um ambiente denominado de “Mar
de Morros”, composto por um conjunto de colinas com distintos graus de
dissecacgdo, englobando toda a extensdo do Planalto Atlantico, tendo como
principal material de origem rochas acidas. As topossequencias s&o geralmente
formadas pelas seguintes classes de solos: Cambissolos e Argissolos
(DANTAS, 2000; SANTOS et al., 2010).

As areas de pastagens selecionadas para o presente estudo
foram previamente classificadas por Valle (2018) de acordo com a classificagéo
visual de SAPAIN; GUALDRON, (1991), sendo classificadas como pastagem
nao degradada (ND) (Figura 6) e degradada (D) (Figura 7).
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Figura 6. Area de pastagem nado degradada (ND) pertencente ao CESM localizada no municipio
de Valenca-RJ.

Fonte: Armacolo (2021).

Figura 7. Area de pastagem degradada (D) em uma das propriedades privadas (R1) localizada
no municipio de Valenga-RJ.

Fonte: Armacolo (2021).

As areas classificadas como "ndo degradadas" apresentavam
degradacgao leve, com predominio da forrageira Urochloa decumbens cv.
Basilisk ou Urochloa brizantha cv. Marandu. As areas "degradadas"
apresentavam maior ocorréncia de solo exposto, com nenhum ou poucos

indicios de eroséao do tipo laminar ou em sulcos.


https://www.google.com/search?rlz=1C1NHXL_pt-BRBR808BR808&q=urochloa&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjTgailudThAhXsLLkGHdSWDqQQBQgqKAA
https://www.google.com/search?rlz=1C1NHXL_pt-BRBR808BR808&q=urochloa&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjTgailudThAhXsLLkGHdSWDqQQBQgqKAA
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As areas (nao degradadas e degradadas) foram consideradas
como tratamentos e as propriedades rurais (trés areas privadas e trés areas do

CESM) como repeti¢des (Figura 8).
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Figura 8. Mapa do Estado do Rio de Janeiro, em ampliagdo o municipio de Valenga e a
localizagéo espacial dos tratamentos (ND = Pastagem nao degradada, D= Pastagem Degradada)
e das repeticoes (R1 = Repeticdo 1. R2 = Repeti¢do 2. R3 = Repeticao 3).

Fonte: IBGE, 2019

Com a finalidade de padronizar o tamanho da parcela
experimental, nas areas avaliadas as coletas e o monitoramento foram
realizadas no tergo médio (posi¢ao centrada na encosta) e com a predominancia
de Urochloa decumbens cv. Basilisk e/ou Urochloa brizantha cv. Marandu. O
solo das areas foi identificado como Cambissolo, a partir da avaliagéo visual do
solo. Com base no mapa de solos, foi possivel afirmar o primeiro nivel
categorico, e inferir que o solo das propriedades se trata de um Cambissolo
Haplico Tb distrofico, conforme descrito em Santos et al., (2010).

Em relagdo ao pH em agua no solo, as areas degradadas
apresentaram maior acidez ativa em ambas as camadas, 0,0-0,10 e 0,10-0,20
m em comparagao com as areas de pastagens nao degradadas (VALLE, 2018).
Com base no Manual de Calagem e Adubacéo do Estado do Rio de Janeiro e
considerando os valores de pH em agua, pode-se dizer que o solo das areas de

pastagem degradadas é classificado como fortemente acido (FREIRE, 2013).
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Nas areas nao degradadas foram verificadas maiores
concentragdes de cations em superficie por tratar-se da camada com maior
atividade biolégica, presenca de MOS e ciclagem de nutrientes (VALLE, 2018).

No entanto, a acidez do solo evidenciada pelos baixos valores
de pH, sobretudo na area degradada, contribui para a remogao de cations ao
longo do perfil do solo (VALLE, 2018). Desta forma, as menores concentragdes
de Ca?* Mg?* e K* sdo encontradas em ambas as profundidades (0,0-0,10 e 0,10-
0,20 m) para todas as areas avaliadas (VALLE, 2018).

De acordo com o Manual de Calagem e Adubacéao do Estado do
Rio de Janeiro, que estabelece valores de referéncia para as concentragdes de
Ca?* Mg?*, verifica-se que apenas as areas de pastagens ndo degradada na
camada de 0,0 -0,10 m apresentam valores satisfatérios (VALLE, 2018).
Informagdes complementares como, taxa de lotacédo, época de formagao da

pastagem, manejo do pasto e sistema de pastejo constam da Tabela 3.

Tabela 3.Manejo do solo e da pastagem, sistema de pastejo, época de formagao
da pastagem e historico do uso dos tratamentos avaliados.

Trat." Rep? Taxa de lotagdo (UA/ha) I\::nejo Slg(taema
pastagem Pastejo
R1 Sistema de
ND? R2 0,8 UA/ha, desde 2015. < , pastoreio
R3 Naorealiza rotacionado
adubacao,
R1 calagem e .
2 UA/ha, desde 2016. T Sistema
D4 R2 irrigagao de
R3 1 UA/ha pastoreio
extensivo

Trat=tratamento; 2Rep=repeticdo; *ND=Nao degradada; “D=Degradada.

6.2Coleta da forragem, preparagédo e processamento dos litterbags
para avaliacdo da dindmica de decomposicao da serapilheira.

A coleta da forragem para incubacgéo dos litterbags (sacos de
decomposicao) foi realizada no més de agosto de 2019. As amostras de
forragem foram colhidas manualmente préximas ao solo, e em seguida foram
colocadas em sacos de rafia devidamente identificados e transportados para o
Laboratério de Tecido Vegetal do Campo Experimental da Fazenda Santa

Mobnica.
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A decomposicédo de serapilheira foi avaliada pelo método do
litterbags durante o periodo de agosto de 2019 a agosto de 2020, conforme
adaptacdes da técnica descrita por Gholz et al. (2000). Para uniformizar o
componente morfolégico da forragem presente nos litterbags, a serapilheira foi
caracterizada para todas as avaliagdes como material senescente conectado a
planta. Portanto, em laboratério, os componentes morfolégicos da forragem
(material verde e material senescente) foram separados manualmente (Figura
5) e acondicionados em sacos de papel e levados a estufa a 55°C por 72 horas
para obtencio do peso seco das amostras.

Posteriormente, amostras de 10 g de serapilheira foram
separadas e colocadas em litterbags medindo 20 x 20 cm, com poros de 4/6 mm
na parte inferior e 5/15 mm na superior (Figura 10), os quais foram fechados com
auxilio de uma seladora. Os litterbags com as amostras de serapilheira foram
dispostos sobre o solo (incubados) nos tratamentos, em locais protegidos por
telas de vergalhdo, para evitar que os animais presentes nas propriedades os
transportassem para outros lugares, dificultando sua coleta. Os sacos foram
cobertos com a serapilheira existente no local da incubacao.

As coletas foram realizadas aos 0, 64, 128 e 256 dias apés a
incubacdo. O tempo zero constou da serapilheira utilizada para os demais
tempos, mas nao incubado. Apds a coleta, os litterbags foram levados para o
laboratério e armazenados em temperatura de -20°C.

Para a extracdo do DNA das amostras de serapilheira foram
retiradas as particulas de solo aderidas nas amostras, as amostras foram
destorroadas manualmente e, posteriormente, utilizou-se um pincel de cerdas
macias seguido por peneiramento. As particulas de solo remanescentes foram
retiradas a partir de um processo de liofilizagao, por aproximadamente 1h15min,
em um liofilizador de bancada vertical, modelo SL 404. Em seguida, as amostras
de serapilheira foram maceradas em nitrogénio liquido com o uso de almofariz
e pistilo de ceramica. O material resultante da moagem foi utilizado para a
extragdo de DNA, com a utilizagdo do kit FastDNA™ Spin Kit for Soil (MP

Biomedicals, EUA), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

6.3 Quantificacdo do gene ITS para estudo da comunidade de fungos
e do gene rrs para estudo da comunidade de bactérias
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A partir do DNA extraido, foi quantificado o gene ITS da
comunidade de fungos e o gene que codifica o 16S rRNA (gene rrs) da
comunidade de bactérias das amostras de serapilheira, por meio da aplicacao
da técnica de PCR quantitativo (QPCR). Utilizando o kit GoTag® qPCR Master
Mix, as reagdes foram montadas e distribuidas em placas MicroAmp Optical 96-
Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific, EUA). Em cada placa foi usado
um controle negativo, sem adigdo de DNA, e oito diluigdes plasmidiais (10° a 107
copias) para padronizagao da quantificagcdo (CUER, C.Aetal.,2018), sendo cada
reacao aplicada em triplicata técnica. As condigdes de quantificacdo foram:
desnaturacgao inicial a 95 °C por 20 segundos; 40 ciclos de i. Desnaturagao (95°C
por 3 segundos); ii. Anelamento (72°C por 20 segundos; e alongamento (72°C
por 45 segundos). Curva de disassociacao: 95 °C por 1 segundo; 60 °C por 20
segundos e 95°C por 1 segundo. O aparelho utilizado para o qPCR foi o
QuantStudio 3 (Applied Biosystem, EUA), na modalidade fast, com configuragéo
para excitagdo de Sybr Green, sendo visualizada a fluorescéncia ao fim das
etapas de alongamento de cada ciclo.

Foram realizadas quantificacbes absolutas baseadas na curva
padrao criada pelas diluicdes plasmidiais. O numero de copias quantificadas foi
normalizado para o peso (g) da serapilheira, apés moagem para extragao de

DNA. A eficiéncia das reacoes foi calculada pela equacao: E=-1+107((-1/slope)).

6.4 Sequenciamento da regido ITS de fungos e do gene que codifica
0 16S rRNA de bactérias e analises de bioinformatica

O DNA extraido foi liofilizado a -675 mmHg em temperatura de
- 30 °C, por aproximadamente 2 h 45 min, em um liofilizador de bancada
vertical, modelo SL 404. As amostras foram posteriormente enviadas para
sequenciamento de nova geragao da regido V4 do gene que codifica o 16S
rRNA, para a empresa NOVOGENE Corporation (Beijing, China).

Os primers utilizados para a amplificagao, por PCR (Polymerase
Chain Reaction) da regiao V4 do gene que codifica o0 16S rRNA foram o 515F
(GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (GGACTACNNGGGTATCTAAT)
(Sundberg et al., 2013), que geram fragmentos de aproximadamente 300 pares

de base. Para o sequenciamento foi usado o sistema MiSeq (lllumina, USA)
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paired-end.

Ja os primers utilizados para a amplificagao, por PCR, da regido
V4 do gene que codifca o ITS1 foram o ITS5-1737F
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) e ITS2-2043R
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC), que geram fragmentos de no minimo 200 e
maximo 400 pares de base.

Os dados obtidos foram analisados através do software Mothur
v. 1.42.2 (SCHLOSS et al., 2009), com a montagem dos contigs, remogao de
sequéncias de baixa qualidade, eliminacado de redundancias, alinhamento, pré-
cluster, remocédo de quimeras e de contaminantes, definicdo das unidades
taxondmicas operacionais (OTUs), remocao dos singletons e normalizagao do
numero de sequéncias por amostras. Foram exportados do software a matriz de
distribuicdo de OTUs, a curva de rarefacdo, indices de alfa diversidade e a
abundancia relativa baseada na classificacdo taxonémica. Os dados foram

trabalhados e submetidos as analises estatisticas.

6.5Analise estatistica

Os dados obtidos a partir do sequenciamento foram analisados
no programa Past 4.0 (HAMMER et al., 2001). A diversidade (Shannon), a
riqueza (numero de OTUs) e os principais taxons que representam a comunidade
de fungos e bactérias em nivel de filo, ordem e género foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) de duas vias. Para essa analise, os dados foram
testados quanto a normalidade e/ou a homocedasticidade, com transformacao
por Box Cox, quando necessario. Foram considerados como fatores
independentes as areas (pastagem ndo degradada e pastagem degradada) e os
tempos (0, 64, 128 e 256 dias apos a incubacgao).

A partir da matriz de distribuicdo de OTUs, foi realizado um
escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) e Andlise de
Coordenadas Principais (PCoA) com indice de dissimilaridade de Bray-Curtis,
sendo testado o efeito das areas e tempos de incubagdo por uma
PERMANOVA de duas vias.

Os dados de quantificacdo dos genes a partir do gPCR foram

submetidos a um teste de normalidade e/ou homocedasticidade, seguido de
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transformacao por Box Cox, quando necessario. A partir dessas avaliagoes foi

entdo realizada uma ANOVA de duas vias.

7. RESULTADOS

7.1 Perfil estrutural da comunidade de fungos

A abordagem de qPCR (baseada na extracdo de DNA) foi
utilizada para quantificar as células microbianas e compara-las entre os dois
cenarios estudados. A quantificacdo do gene ITS mostrou que o numero de
copias foi maior no tempo 0 da area degradada, apresentando menores numeros
aos 64 e 256 dias de incubacéo. A area ndo degradada apresentou visualmente
maior numero de copias aos 64 dias de incubacdo. Entretanto, o numero de
copias do gene ITS nao foi influenciado pelas areas e dias de incubagcédo (ANOVA

de duas vias) (Figura 9).
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Figura 9. Numero de cépias do gene ITS em areas de pastagem degradadas (D) e nao

degradadas (ND) nos 4 tempos de incubagéo (0, 64, 128 e 256 dias). As barras correspondem
ao erro padrao.



54

Os maiores indices de diversidade (Shannon) foram
observados na area de pastagem ndo degradada, decrescendo conforme o
aumento do tempo de incubagao (Figura 10). Entretanto, a area de pastagem
degradada nao apresentou a mesma tendéncia. As areas degradadas
apresentaram maiores indice de diversidade a partir de 64 dias de incubagao
do material vegetal. Apesar desta diferenga entre os indices nas areas de
pastagem e os tempos de incubagdo, ndo foi possivel observar diferenga

significativa (p= 0,05), quando aplicada a ANOVA de duas vias.
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Figura 10. Diversidade (Shannon) fungica baseada no sequenciamento massivo do gene que
codifica o ITS nas areas de pastagem degradada (D) e ndo degradada (ND) nos 4 tempos de
incubacéo (0, 64, 128 e 256 dias). As barras correspondem ao erro padrdo das amostras.

Ao comparar o indice de riqueza (Chao) entre as areas, a
pastagem nao degradada apresentou valores de riqueza superiores a pastagem
degradada. Entretanto, nao foi possivel verificar influéncia significativa entre os
tratamentos e tempos de incubagao avaliados (p= 0,05). Observou-se tendéncia
similar na area degradada, onde os maiores valores de riqueza ocorreram nos

tempos iniciais de incubacao (Figura 11).
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Figura 11. indice de Riqueza (Chao) fingica baseada no sequenciamento massivo do gene que
codifica o ITS nas areas de pastagem degradada (D) e ndo degradada (ND) nos 4 tempos de
incubagéo (0, 64, 128 e 256 dias). As barras correspondem ao erro padrdo das amostras.

A avaliagéo da beta diversidade nas areas foi realizada através
de Escalonamento Multidimensional ndo-Métrico (hnMDS), utilizando o indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis. Observou-se que as areas de pastagens,
independente do estagio de degradacao, possuem maior beta diversidade nos
tempos de incubacado finais, ou seja, esses tempos apresentam menor
estabilidade nas areas avaliadas. Foi possivel observar que as areas nao
degradadas apresentam tendéncias similares em relagdo a distribuicdo da
comunidade fungica nos diferentes tempos de incubacgao (Figura 12).

A area de pastagem nao degradada nos tempos 128 e 256 dias
de incubacao apresentaram distribuicdo semelhante, com alta beta diversidade.
Por sua vez, a area de pastagem degradada apresentou distribuicdo da
comunidade fungica similar nos tempos 64 e 128 dias de incubacdo, em que o
tempo de 128 dias apresentou alta beta diversidade. Ademais, o tempo 256 da
area de pastagem degradada obteve alta diversidade se sobrepondo ao tempo

de incubacao 0 (Figura 12).
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Figura 12. Ordenagdo de Escala Multidimensional n&do-Métrica (nMDS), com indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis de distribuicdo de OTUs em areas de pastagem degradadas (D)
representadas pelos tons de vermelho e em areas ndo degradadas (ND) pelos tons de azul, nos
4 tempos de incubagao (0, 64, 128 e 256 dias).

Em relagdo a composi¢géo da comunidade fungica a nivel de filo,
encontrou-se o total de oito taxons. Desse total, os taxons Ascomycota,
Basidiomycota, Chytridiomycota e Mortierellomycota foram os que
apresentaram maiores abundancias relativas, contemplando 84,7% das
sequéncias obtidas. Os demais filos ndao representam 1% das sequéncias e
foram classificados como outros. Quinze por cento das sequéncias nao foram
classificadas a nivel de filo (Figura 13).

O filo Ascomycota foi predominante nas duas areas de
pastagens, ND e D, com maior abundéancia nos ultimos tempos de incubacgao.
Basidiomycota foi o segundo filo mais abundante, apresentando diferenga em
sua abundancia relativa para as areas e tempos de incubagcao (ANOVA de duas

vias). (Figura 13).
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Figura 13. Abundancia relativa média de filos de fungos encontradas a partir do sequenciamento
do gene que codifica o ITS, nas areas nao degradadas (ND) e degradadas (D), nos 4 tempos de
incubacao (0, 64, 128 e 256 dias). Apds submissao dos dados a ANOVA de duas vias, a diferenga
estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco preenchido pela cor preta, e a diferenca
estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido pela cor vermelha. Os dados
representados por “others” e “unclassified” ndo foram avaliados estatisticamente por agruparem
mais de um taxon.

Observando a comunidade fuangica a nivel de ordem, foram
sequenciados noventa taxons distintos. Destes, dezesseis apresentaram
abundancia relativa de 69%. Foram encontradas sete ordens do filo
Basidiomycota, sete do filo Ascomycota, uma do filo Mortierellomycota e, por fim,
uma do filo Chytridioycota. Os demais apresentaram 5% das sequéncias e 26%
nao puderam ser classificadas a nivel de ordem (Figura 14).

De maneira geral, o tempo de incubagao influenciou a
abundancia relativa a nivel de ordem. Dos taxons apresentados na Figura 10,
com excegao de Agaricales, verificou-se diferengas significativas (ANOVA de
duas vias, p=0,064) entre os tempos de incubagéo. Em relagdo as areas de
pastagens degradadas, as ordens Capnodiales, Chaetothyrialres e Agaricales
apresentaram influéncia do estagio de degradacao (ANOVA de duas vias, p<
0,05). Na area nédo degradada, observou-se maior abundancia relativa
deCapnodiales, Trichosphaeriales, Sordariales, Chaetothyrialres, Xylariales,
Hymenochaetales e Trechiporales. No entanto, os taxons Polyporales,

Russulales, Cantharellales, Conioscyphales, Tubeufiales, Corticiales,
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Pleosporales, Hypocreales e Agaricales apresentaram abundéncia relativa

elevada na area degradada.
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Figura 14. Abundancia Relativa média da ordem de fungos encontrada a partir do
sequenciamento do gene que codifica o ITS, nas areas ndo degradadas (ND) e degradadas (D),
nos 4 tempos de incubagéo (0, 64, 128 e 256 dias). Apos submissdo dos dados a ANOVA de
duas vias, a diferenca estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco preenchido pela
cor preta, e a diferenga estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido pela cor
vermelha. Os dados representados por “others” e “unclassified” ndo foram avaliados
estatisticamente por agrupar mais de um taxon.

A comunidade fungica a nivel de género apresentou 290 taxons.
Na Figura 15 observa-se que dos quinze géneros classificados, os que
apresentaram maior abundéancia relativa total foram: Trechispora (5,10%),
Phialophora (4,55%), Microdochium (3,76%) e Pyrenochaetopsis (3,46%)
sendo oito pertencentes ao filo Ascomycota, cinco do filo Basidiomycota, uma
ao filo Mortierellomycota e uma ao filo Chytridioycota. As sequéncias nao
classificadas a nivel de género somam 45% e os géneros com abundancia
relativa total menor que 1% representam 21% das sequéncias.

Os géneros Phialophora, Pyrenochaetopsis, Xenopenidiella,
Teichospora e Periconia foram influenciados pelas areas de pastagens e

também pelos tempos de incubacédo da serapilheira (ANOVA de duas vias).
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Houve diferenca significativa (ANOVA de duas vias) nos tempos de incubagao
para os géneros Microdochium, Paraphaeosphaeria, Nigrospora, Cladosporium
e Paraconiothyrium. Embora haver diferengca visual entre os géneros
Trechispora e Crinipellis, ndo se observa diferenga significativa entre as areas
de pastagens (Figura 15).
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Figura 15. Abundéancia relativa média do género de fungos encontradas a partir do
sequenciamento do gene que codifica o ITS, nas areas ndo degradadas (ND) e degradadas (D),
nos 4 tempos de incubagédo (0, 64, 128 e 256 dias). Apos submissdo dos dados a ANOVA de
duas vias, a diferenca estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco preenchido pela
cor preta, e a diferenga estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido pela cor
vermelha. Os dados representados por “others” e “unclassified” ndo foram avaliados
estatisticamente por agrupar mais de um taxon.

D.256
ND.256

7.2 Perfil estrutural da comunidade de bactérias

A quantificagéo (qPCR a partir do DNA) do gene que codifica
16S rRNA indicou que o numero de copias apresenta diferenga significativa entre
as areas de pastagens degradadas e nédo degradadas (p= 0,02412). O numero
de cépias aos 64 dias de incubagao foi superior aos demais nas areas de
pastagens avaliadas, com menores numeros nos tempos 0 e 256 dias de
incubacgao. Contudo, nao foi possivel observar um impacto significativo entre os

tempos de incubagao (p= 0,1273) (Figura 16).
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Figura 16. Numero de coépias de transcritos do gene que codifica 16S rRNA em areas de
pastagem degradadas (D) e ndo degradadas (ND), nos 4 tempos de incubagéo (0, 64, 128 e 256
dias). As barras apresentam erro padrao da média.

Na Figura 17, a curva de rarefacdo ilustra boa cobertura de

OTUs da comunidade bacteriana, com tendéncia da curva do grafico em atingir

um “platd”.

Este resultado foi obtido apdés a filtragem de qualidade e

subamostragem, as quais apresentaram 3.000 sequéncias, obtendo 20.000

sequéncias por amostra.
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Figura 17. Curva de rarefagdo das amostras de serapilheira coletadas nas areas de pastagem
degradadas (D) - representadas pelos tons de vermelho - € areas de pastagem nao degradadas
(ND) - representadas pelos tons de azul, nos 4 tempos de incubacéo (0, 64, 128 e 256 dias).
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Para entender a alfa diversidade da comunidade bacteriana
foram avaliados o indice de Diversidade (Shannon) e o indice de Riqueza (Sobs).
Observou-se que as areas apresentaram tendéncia similar para o indice de
Diversidade, mas, quando aplicada a ANOVA de duas vias ndo houve diferenga
significativa (p=0,7821). Ja, para os tempos de incubagdo houve diferenga

somente entre as areas de pastagens (p=0,00124) (Figura 18).
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Figura 18. indice de Diversidade (Shannon) bacteriana baseada no sequenciamento massivo do
gene que codifica o 16 rRNA nas areas de pastagem degradada (D) e ndo degrada (ND), nos 4
tempos de incubagéo (0, 64, 128 e 256 dias). As barras representam o erro padrao das amostras.

O indice de Riqueza (Sobs) teve comportamento semelhante ao
de Diversidade, e também ndo houve diferenga significativa entre as areas
(p=0,7578). Os tempos de incubagao 128 e 256 dias apresentaram uma riqueza
bacteriana superior aos tempos de incubacéo iniciais, portanto, o indice foi
impactado significativamente pelos tempos de incubagédo (p= 0,0005419)
(Figura 19).
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Figura 19. indice de Riqueza (Sobs) bacteriana baseada no sequenciamento massivo do gene
que codifica 16 rRNA das areas de pastagem degradada (D) e ndo degradada (ND), nos 4 tempos
de incubacéo (0, 64, 128 e 256 dias). As barras representam o erro padrdo das amostras.

Para a avaliacdo da beta diversidade realizou-se a Ordenagao
de Escala Multidimensional de Coordenadas Principais (PCoA) com indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis (Figura 20).

As areas de pastagem compartilharam uma distribuicdo da
comunidade bacteriana similar em relacéo aos diferentes tempos de incubacéo.
Os maiores tempos de incubacdo apresentaram maior dispersao entre as
amostras, o que indica maior beta diversidade e menor estabilidade em relagao
as areas (Figura 20).

Entretanto, o tempo de incubacdo de 128 dias da area de
pastagem degradada apresentou comportamento de transicdo dos tempos
inferiores para o ultimo tempo de incubacgdo, e apresentou a menor beta

diversidade (Figura 20).
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Figura 20. Ordenagéo de Escala Multidimensional de Coordenadas Principais (PCoA) com indice
de dissimilaridade de Bray-Curtis de distribuicdo de OTUs em areas de pastagem degradadas (D)
representadas pelos tons de vermelho e de pastagem ndo degradadas (ND) representadas pelos
tons de azul, nos 4 tempos de incubacéo (0, 64, 128 e 256 dias).

Observando a composicdo da comunidade bacteriana,
aproximadamente 94% das sequéncias foram atribuidas a nivel de filo, sendo
que os taxons Proteobacteria (50%), Actinobacteria (25%) e Bacteroidetes (9%)
apresentaram, visualmente, maiores abundancias quando equiparados aos
demais. As sequéncias nao classificadas (agrupadas neste trabalho como
“Bacteria”) tiveram maior representatividade na area degradada nos tempos de
incubacao de 128 e 256 dias e uma abundancia total de apenas 3%. Os filos que
nao obtiveram 1% de abundancia total foram agrupados e classificados como
“others” (Figura 21).

O taxon Proteobacteria ndo foi afetado significativamente
quando aplicada uma ANOVA de duas vias entre as areas de pastagens (p=
0,6814). Entretanto, os tempos de incubacéo sofreram influéncia significativa
(0,000101), apresentando comportamento crescente da abundancia relativa no
decorrer do tempo de incubagéo. Por outro lado, houve diferenga significativa
entre as areas de pastagem (p=0,03455) e os tempos de incubagao (0,00974)
para o taxon Acidobacteria (Figura 21).

Os taxons Actinobacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia
apresentaram tendéncias similares nas areas durante o periodo de incubagao,
e foi observado visualmente maior abundancia relativa nos ultimos tempos de

incubagédo. Por fim, o taxon Bacteroidetes, apesar de n&o se diferenciar
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significativamente entre as areas (p=0,08397) e tempo (p=0,1068), apresentou

maior abundancia relativa nos tempos de incubagao iniciais (Figura 21).
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Figura 21. Abundéancia relativa média de filos de bactérias encontradas a partir do
sequenciamento massivo do gene que codifica o 16S rRNA nas areas nao degradadas (ND) e
degradadas (D), nos 4 tempos de incubacao (0, 64, 128 e 256 dias). Apos submissao dos dados
a ANOVA de duas vias, a diferencga estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco
preenchido pela cor preta, e a diferenca estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido
pela cor vermelha. O (d) ao lado do taxon “Bacteria” representa que a classificagdo desse dado
foi a nivel de dominio, ndo tendo sido avaliado por meio de analise estatistica. Os dados
representados por “others” e “unclassified” nao foram avaliados estatisticamente por agrupar
mais de um taxon.

A Figura 22 ilustra a abundéancia relativa da comunidade
bacteriana a nivel de ordem, em que foi possivel observar 16 taxons
compartilhados entre as areas de pastagem degradada e ndo degradada,
compondo 82% das sequéncias classificadas. Deste total, sete ordens
pertencem ao filo Proteobacteria, duas ao filo Actinobacteria, duas ao filo
Bacteroidetes e uma ao filo Firmicutes. Nove porcento foram compostos por
taxons com abundancia relativa inferior a 1% (“others”), enquanto apenas 8%
das sequéncias nao foram classificadas a nivel de ordem (“‘unclassified”).

Os taxons Actinomycetales, Rhizobiales, Burkholderiales,
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Cytophagales e Enterobacteriales apresentaram abundéncia relativa elevada
nos tempos iniciais de incubacgao nas areas avaliadas. Ao submeter esses taxons
a ANOVA de duas vias, observou-se diferenga significativa entre as areas de
pastagens e tempos de incubacgao (Figura 22).

Por sua vez, os taxons Sphingomonadales (p=0,0002044),
Sphingobacteriales (p=0,005719), Solirubrobacterales (p=0,000004357), Gp3
(p=0,02555) e  Xanthomonadales (p=0,002165) foram  afetados
significativamente apenas pelo tempo de incubagdo. Os demais taxons
encontrados ndo foram afetados significativamente (ANOVA de duas vias)
(Figura 22).
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Figura 22. Abundéancia relativa média de ordem de bactérias encontradas a partir do
sequenciamento massivo do gene que codifica o 16S rRNA, nas areas nao degradadas (ND) e
degradadas (D), nos 4 tempos de incubacao (0, 64, 128 e 256 dias). Apds submissao dos dados
a ANOVA de duas vias, a diferenca estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco
preenchido pela cor preta, e a diferenca estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido
pela cor vermelha. Os dados representados por “others” e “unclassified” nao foram avaliados
estatisticamente por agrupar mais de um taxon.

A fim de melhor compreender a composi¢cao bacteriana da
serapilheira de pastagens foi realizada a identificagdo taxondmica em nivel de
género. Quatorze taxons a nivel de género da comunidade bacteriana foram

compartilhados nas areas de pastagens. Estes taxons apresentaram
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aproximadamente 37% das sequéncias classificadas. Os taxons que néo
apresentaram 1% de abundancia relativa foram classificados como “others” e
obtiveram uma representatividade de 23%. Trinta e nove por cento das
sequéncias nao foram classificadas a nivel de género (Figura 23).

Ao aplicar a ANOVA de duas vias observou-se que os taxons
Rhizobium, Conexibacter, Mycobacterium e Burkholderia, foram afetados
significativamente pelas areas e tempos de incubagéo. O taxon Nocardioides
apresentou diferenga significativa entre as areas avaliadas (p=0,01999),
apresentando maior abundancia relativa nos tempos iniciais da area nao
degradada, comportamento similar ao do género Rhizobium (Figura 23).

Por outro lado, Sphingomonas (p=0,0002548),
Methylobacterium (p=0,02958), Massilia (p=0,00005661), Curtobacterium (p=
0,0000003068), Amnibacterium (p= 0,01212), Mucilaginibacter (p=0,0001373)
foram impactados apenas pelos tempos de incubagdo, com maiores

abundancias nos tempos iniciais de incubagao (Figura 23).
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Figura 23. Abundancia relativa média do género de bactérias encontradas a partir do
sequenciamento massivo do gene que codifica o 16S rRNA, nas areas ndo degradadas (ND) e
degradadas (D), nos 4 tempos de incubagéao (0, 64, 128 e 256 dias). Apos submissdo dos dados
a ANOVA de duas vias, a diferenca estatistica entre as areas foi sinalizada por um asterisco
preenchido pela cor preta, e a diferenca estatistica entre os tempos por um asterisco preenchido
pela cor vermelha. Os dados representados por “others” e “unclassified” ndo foram avaliados
estatisticamente por agrupar mais de um taxon.
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8. DISCUSSAO

O estudo da diversidade microbiana em amostras ambientais
pode ser limitado em funcdo da dificuldade de isolamento de diversos
microrganismos (MORENO, 2013). Métodos de isolamento envolvem o cultivo,
e devido a dificuldade de fornecer as condi¢des encontradas em uma ampla
variedade de ambientes naturais, técnicas de Biologia Molecular vém sendo
utilizadas para identificagdo e caracterizacdo de populagdes microbianas
(MORENO, 2013). Destaca-se que o desenvolvimento dos métodos
moleculares foi impulsionado com o surgimento da técnica de PCR (Reacéao
em Cadeia de Polimerase), descrita por Saiki e aprimorada por Kary Mullis em
1984 (MORENO, 2013).

A PCR é umatécnica que permite a amplificacdo do DNA, in vitro
e tem como principio uma reagcdo enzimatica catalisada pela Tag DNA
polimerase (COX et al., 2012). A PCR apresenta algumas variagdes, dentre as
quais, se encontra a real-time PCR (gRT PCR), também conhecida como PCR
quantitativo (QPCR), que se baseia na detecc¢do e quantificagdo de compostos
fluorescentes (fluorocromos), a exemplo de intercalantes como SYBR® Green
ou sondas, como a TagMan®, e difere da PCR convencional por monitorar o
produto recém sintetizado ao final de cada ciclo (BUSTIN; MUELLER, 2005)

Observou-se a partir do gPCR de fungos e de bactérias que a
comunidade bacteriana apresentou numero de copias superior a comunidade
fungica, nos tempos de incubagao avaliados. Gavito et al. (2021) observaram
que as bactérias dominam a comunidade microbiana na primeira fase do
processo de decomposi¢do consumindo os materiais labeis; os fungos
dominam depois, consumindo o material mais recalcitrante, principalmente em
florestas sucessionais tardias e maduras onde a auséncia de manejo e
regeneragao da vegetacdo aumentam os recursos para a atividade de espécies
decompositoras.

No estudo realizado por Gusewell e Gessner (2009), em que
foram avaliadas a dinamica de nutrientes durante a decomposicido de

serapilheira e a abundancia relativa de bactérias e fungos, verificou-se que as
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bactérias proliferaram na fase rapida de decomposicao e, que a comunidade
fungica aumentou quando os materiais labeis foram consumidos. Além disso, foi
observado que a decomposi¢cao de materiais recalcitrantes exigiu capacidades
enzimaticas variadas e complexas encontradas apenas em fungos.

A riqueza de uma espécie € a contagem do numero de espécies
ou gendtipos de uma determinada comunidade, e depende do tamanho da
amostra, ndo considerando a abundancia de cada espécie. O indice de
diversidade considera tanto a riqueza de espécie quanto a abundancia relativa
(HOLT; MILLER, 2011). Avaliando os indices de alfa diversidade (diversidade
e riqueza) da composigdo da comunidade bacteriana (a partir do gene que
codifica o 16S rRNA) e fungica (a partir do gene que codifica o ITS) nao
observaram diferencas significativas.

Contudo, existe o consenso de que a diversidade microbiana
esta diretamente relacionada a estabilidade do ecossistema (KENNEDY, 1999).
Durante a degradagao de restos vegetais atuam centenas de espécies de fungos
e bactérias com diferentes niveis de especializacdo, e a perda de espécies-
chave em etapas iniciais do processo de degradagao da lignina e celulose, por
exemplo, pode afetar negativamente o processo de decomposi¢do como um
todo (ZAK et al., 1994).

Mori et al.,, (2018) analisando o papel da diversidade,
englobando a diversidade de fungos e bactérias alfa e beta em diferentes
ecossistemas, constataram que os estudos sobre o funcionamento da alfa
biodiversidade ainda ndo sao suficientes para explicar o declinio e as mudancas
que ocorrem nas comunidades, devido a dinamica dos ecossistemas, ou a
diversidade espago-temporal decorrente. Mas, esses autores relatam a
importancia de uma perspectiva baseada na beta diversidade para maior
entendimento do contexto da multifuncionalidade da comunidade microbiana.

Nesse sentido, Hautier et al. (2018) estudando a alfa (dentro das
comunidades) e beta diversidade (na paisagem) da comunidade microbiana, em
serapilheira de 65 pastagens em todo o mundo, relataram que as areas sao ricas
em espécies (alfa diversidade) e as diferencas na composi¢cdo da beta
diversidade ocasionaram niveis elevados na funcionalidade da comunidade
microbiana. Além disso, a alfa e beta diversidade afetaram sinergicamente
a multifuncionalidade da comunidade. Por fim, a diversidade de plantas, tanto
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em alfa quanto em beta diversidade, contribuem para a manutencao de varios
servigos ecossistémicos fornecidos pelas pastagens.

Rodrigues et al. (2013) observaram que o cultivo de pastagem
composta por Brachiaria decumbens e Brachiaria brizantha resultou em
diversidade alfa inferior (nUmero de unidades taxondmicas operacionais em um
determinado habitat) quando comparado ao solo sob floresta. Resultados
semelhantes foram encontrados por Mendes et al. (2015), onde o cultivo de
pastagens em Latossolo do Sudeste da Amazbnia resultou em menor
diversidade bacteriana ao longo do tempo quando comparado a agricultura e a
floresta nativa.

Uma analise da diversidade da serapilheira de carvalho (Quercus
faginea) revelou que sua perda de massa esta relacionada com a mudanga na
comunidade fungica durante o processo de decomposicdo, sendo que a
diversidade fungica foi mais baixa no inicio do processo de degradacao, atingiu
o pico com 120 dias de incubacao, e se estabilizou aos 240 dias de incubagao
(VOYiSKOVA; BALDRIAN 2013).

Em relacdo a composi¢cdo da comunidade fungica, os filos
Ascomycota e Basidiomycota destacaram-se em comparagéo aos demais filos
presentes na serapilheira no periodo de incubacdo. Esses filos se diferem
significativamente quanto a utilizagdo de vias metabdlicas para conversao de
nutrientes em energia. Dependendo do tipo de nutriente disponivel, certos
grupos de microrganismos podem ser estimulados, enquanto outros sao
restringidos.

O filo Ascomycota, considerado o maior filo entre os fungos
(KIRK et al., 2001), apresentou tendéncia similar nas areas avaliadas. Além
disso, a diferenciacao deste filo foi acentuada, com alta abundancia relativa nos
tempos iniciais de incubacgédo, ou seja, até 64 dias para ambas as areas,
sugerindo que esse taxon apresenta grande capacidade de sobreviver em
diferentes condi¢des, colonizando rapidamente o ambiente nos estagios iniciais
da decomposi¢cao (SEIFERT et al.,, 2011, PROMPUTTHA et al.,, 2017,
MONTEIRO et al., 2019). Além disso, o comportamento deste filo pode indicar
um padrao de sucessao microbiana.

Portanto, além de manter a produtividade e de nutrir os solos,
o filo Ascomycota facilita a colonizacdo da matéria organica por outros grupos
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de microrganismos através de sua transformacgéo e da formagédo de moléculas
de mais facil degradacao por outros grupos (CANTO et al., 2020).

Por outro lado, o filo Basidiomycota apresentou diferencas nas
areas e nos tempos de incubagao. Nos tempos posteriores aos 64 dias observou-
se aumento significativo deste filo devido a capacidade de decompor substratos
recalcitrantes, como lignina e substancias humicas, tornando-se dominantes na
comunidade (GESSNER et al., 2010). Resultados similares foram encontrados
por Unterseher et al. (2013), avaliando o nivel de sobreposi¢gdo de comunidades
fungicas cultivaveis em tecidos vivos e em decomposicdo de faia (Fagus
sylvatica L.), em um povoamento florestal no nordeste da Alemanha. Foi
observado que a comunidade inicial de fungos decompositores € dominada por
fungos do filo Ascomycota tipicos da filosfera. Apds 284 dias de incubacgéo, a
serapilheira em decomposic¢ao foi dominada pelo filo Basidiomycota, capaz de
decompor substratos recalcitrantes.

Osono (2020) realizou um estudo com dados de 1.232 testes
individuais de cultura pura, conduzidos sob protocolos padronizados para
examinar a diversidade de fungos associados a decomposigcao de serapilheira,
com destaque para a atividade ligninolitica. E, observou que os valores médios
de perda de massa variaram de -2,5 a 11,8% para 33 familias de Ascomycota
e de -0,1a37,4% para 31 familias de Basidiomycota. A partir desses resultados
foi possivel concluir que o filo Basidiomycota tem maior capacidade de causar
perda de massa quando relacionado a compostos recalcitrantes do que
Ascomycota.

No que se refere a comunidade bacteriana a nivel de filo, nas
areas de pastagens monitoradas, os taxons mais abundantes foram encontrados
em amostras de folhas e raizes (BODENHAUSEN et al., 2013), sendo eles
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes e Acidobacteria.

O filo Proteobacteria apresentou a maior abundancia relativa
nas areas, em comparacao aos demais filos de bactérias. Observou-se maior
abundancia relativa com 256 dias de incubacao nas areas avaliadas. Diversos
outros trabalhos também encontraram esse filo como o mais abundante em
comunidades bacterianas (JANSSEN, 2006; BULGADERI et al., 2013),
compreendendo organismos diversos com capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico e desenvolver fungdes essenciais nos ciclos do C, N e S (ROESCH,
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2007).

Santaren (2021), estudando a comunidade bacteriana do solo
nas mesmas areas de pastagens do presente estudo, observou maior
abundancia relativa para os filos Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes.
Estes resultados corroboram com os encontrados no presente estudo, em que
os mesmos filos foram os mais abundantes na serapilheira em todos os tempos
de incubacgao. No estudo anteriormente citado foi observada maior abundancia
relativa na area nao degradada, cujo teor de C no solo foi superior ao da area
degradada. Lienhard et al. (2014), avaliando a comunidade bacteriana em areas
sob diferentes manejos, relatou o aumento de Proteobacteria em areas com alto
teor de C. Por fim, um solo com teor elevado de matéria organica tende a manter
a populagdo microbiana mais estavel ao longo do ano, provavelmente em
decorréncia da riqueza de nichos ecoldgicos, pela heterogeneidade das fontes
de carbono (GRAYSTON et al., 2001)

Actinobacteria € um filo que se destaca em estudos relacionados
a degradacgao de ecossistemas, visto que s&o essenciais para a manutengao do
solo e para o desenvolvimento vegetal (BHATTI et al., 2017), principalmente por
responder as variagdes ambientais e sobreviver em condicbes de estresse
(NAYLOR et al., 2017).

A presenca acentuada de Actinobacteria, principalmente nos
ultimos tempos de incubagao, pode indicar um desequilibrio em relagcao a outros
filos de bactérias, em funcao das flutuagdes hidricas e térmicas (Figura 1) que
ocorreram, influenciando em maior grau sua atividade e taxa de crescimento. Tal
abundancia, portanto, baseia-se na capacidade desses seres se desenvolverem
em variados habitats (RANJARD et al., 2016).

Por fim, o filo Firmicutes apresentou abundancia relativa
consideravel nas areas. Este filo € conhecido por contemplar bactérias de alta
resisténcia a condicbes ambientais desfavoraveis, e por isso sdo bons
indicadores ambientais, aumentando proporcionalmente em  solos
compactados (HARTMANN et al., 2014; PINDI et al., 2014). Valle (2018),
avaliando as caracteristicas fisicas nas mesmas areas do presente estudo,
observou valores maiores de densidade de particulas, tanto em superficie
(Dp = 2,60 kg dm) quanto em subsuperficie (Dp = 2,64 kg dm3) nas areas de
pastagem degradada quando comparada a pastagem ndo degradada. Este
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fator fisico pode estar relacionado a abundancia de Firmicutes encontrada no
material vegetal em decomposi¢cao das areas de pastagens.

Redford et al., (2010), estudando as comunidades bacterianas
da filosfera de 56 espécies de arvores em Boulder, Colorado, EUA, encontraram
25 diferentes filos bacterianos nas amostras. Os grupos mais abundantes foram
os Proteobacteria (48,8%), Bacteroidetes (22,5%) Actinobacteria (9,0%), TM7
(9,0%) e Firmicutes (5,3%). A ordem mais comum das bactérias na filosfera foi
Sphingobacteriales da classe Bacteroidetes, representando 21,3% de todas as
sequéncias (REDFORD et al., 2010).

Santalahti et al., (2018), avaliando as alteragdes causadas pelo
pastoreio de renas na comunidade fungica do solo, por meio da taxa de
decomposicao de serapilheira e das atividades de enzimas extracelulares que
degradam a serapilheira, observaram que Basidiomycota foi o filo mais
abundante em todas as areas pastoreadas e nao pastoreadas, com uma média
de 60,3%. O segundo filo mais abundante foi Ascomycota com 20,2%, sendo
este o Unico filo a apresentar diferenca significativa para pastejo (P< 0,05) e area
(P = 0,001). O filo Chytridiomycota cobriu 13,5% e o antigo filo de Zygomycota
cobriu 3,7%. Portanto, os resultados deste trabalho indicaram que o pastoreio de
renas altera a estrutura da comunidade fungica e as atividades enzimaticas
relacionadas a degradagéao da serapilheira nos solos da floresta boreal do Norte.
Apesar deste trabalho nao ter avaliado o pastoreio dos animais, foi possivel
observar que o filo Basidiomycota apresentou diferenca significativa entre as
areas estudadas. Vale ressaltar que as areas apresentam distintos manejos dos
animais, podendo ser este também um fator de alteracdo da comunidade de
Basidiomycota.

Urbanova et al. (2015) avaliaram a comunidade bacteriana do
solo e da serapilheira associada a sete espécies arbéreas de uma floresta na
Republica Checa, através da regido V4-V6 do gene rRNA 16S, e verificaram que
a comunidade bacteriana é mais diversa na serapilheira do que no solo. Os filos
mais frequentes na serapilheira foram Proteobacteria (58,9%), seguido de
Actinobacteria (13,8%), Bacteroidetes (13,8%) e Acidobacteria (6,0%). A
maioria das UTOs de Proteobacteria pertenciam a
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria. Os géneros

mais comuns foram: Sphingomonas, Erwinia, Mucilaginibacter, Burkholderia e
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Pedobacter.

Entre essas ordens fungicas identificadas, a ordem Polyporales
destacou-se por apresentar a maior abundancia relativa na area degradada.
Essa ordem pertence ao Filo Basidiomycota, demonstrando preferéncia por
material vegetal lenhoso, ou seja, crescem e se desenvolvem em troncos de
arvores e potencializam a decomposi¢cdo de serapilheira devido ao seu
metabolismo. Por fim, é considerada a maior ordem de sua classe, possuindo
espécies que habitam varios substratos. Podem ser encontradas como epifitas,
enddfitas, parasitas de plantas, fungos e insetos, liquenizadas, saprobias
(ZHANG et al., 2012), ou ainda em fontes hidrotermais (PANG et al., 2019).

O estudo de Vale (2018) identificou que a area degradada
apresentou mudanga na sua composigao botanica e, que a origem da matéria
organica nesta area foi explicada pela presencga de plantas daninhas. Portanto,
a presenca desta ordem na area degradada em todos os periodos de incubagao
pode estar relacionada a preferéncia por material vegetal recalcitrante e por se
adaptar a variagdes de pH e baixa fertilidade.

Espécies da ordem Capnodiales foram encontradas
associadas a rochas, como patogenos de plantas e humanos, epifitas,
saproébias, endofitas em plantas de desertos quentes, em aguas hipersalinas e
espécies liquenizadas (ABDOLLAHZADEH et al., 2020).

VofiSkova e Baldrian (2013), explorando o desenvolvimento da
comunidade fungica ao longo de 24 meses de decomposi¢ao da serapilheira em
uma floresta temperada com Quercus petraea, observaram que as ordens de
fungos mais abundantes apds 8 meses de decomposi¢cao foram Capnodiales
(22% das sequéncias), Helotiales (20%) e Tremellales (12%). Isso evidencia a
afinidade da ordem por material vegetal mais recalcitrante. De forma similar,
neste trabalho observou-se a presenga acentuada desta ordem com 64 dias
(aproximadamente 2 meses), com a serapilheira na fase 2 de decomposicao.
Além disso, observou-se que a ordem Capnodiales apresentou maior
abundancia relativa na area ndo degradada, enfatizando que a matéria organica
do solo influencia na estrutura desta comunidade.

Detheridge et al. (2020) verificaram que a abundancia de

Capnodiales estava intimamente ligada a fatores do solo, principalmente ao seu
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conteudo organico. Sendo assim, pH e qualidade da matéria organica
impulsionam a presenga da comunidade ordem na decomposigdo da
serapilheira (ROUSK et al., 2010; DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018).

De todas as espécies que ocorrem no Filo Basidiomycota,
33,5% estéo incluidas na ordem Agaricales, representantes importantes por
serem fungos comestiveis, alucinogenos, medicinais, micorrizicos e saprobios,
e principalmente por desempenharem papel fundamental na ciclagem de
nutrientes (KIRK et al., 2008). Na area ambiental, tém sido empregados na
descontaminagao de ambientes terrestres e aquaticos devido a sua capacidade
de degradacgdo de algumas substancias toxicas ao meio ambiente (BONONI,
1998).

Segundo Lundell et al. (2014), os microrganismos que
compdem a ordem Agaricales sdo capazes de decompor ndo apenas celulose
e hemicelulose, mas também polimeros de lignina recalcitrantes. Essa ordem
teve comportamento similar em todos os tempos de incubacéo avaliados neste
trabalho. Entretanto, diferenciou-se entre as areas, evidenciando que o material
vegetal da area de pastagem degradada foi influenciado pela microbiota de
saprobios que estavam presentes no solo decompondo o material vegetal das
plantas daninhas, considerados recalcitrantes.

Actinomycetales € uma ordem bacteriana que compreende
microrganismos ativos sob pastagens e podem ser dominantes nas camadas
superficiais ricas em palhadas. Decompdéem a matéria organica mais
recalcitrante e sao responsaveis pela posterior decomposicdo do humus
(material resistente) no solo (BHATTI et al., 2017). As bactérias desta ordem
melhoram a disponibilidade de nutrientes e minerais para o solo, regulam o
crescimento de plantas e, principalmente, sdo capazes de inibir fitopatégenos
(JOSE et al., 2016).

Em geral, a influéncia da rizosfera sobre as populagdes de
Actinomycetes € menor do que sobre as populagcdes das demais bactérias e
sobre as populacgdes fungicas, visto que, sdo microrganismos de crescimento
lento, com baixa capacidade competitiva. Dessa maneira, ndo conseguem
predominar em substratos organicos nos quais outros microrganismos
apresentam capacidade de colonizagdo mais elevada (GOTTLIEB; SIMINOFF,
1952; WATSON; WILLIAMS, 1974; PEREIRA, et al., 1999).
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Actinomycetes formam associagbes com algumas plantas nao
leguminosas e fixam N, que fica entdo disponivel tanto para a planta hospedeira
quanto para outras plantas préximas. O ciclo natural do nitrogénio depende de
bactérias fixadoras de nitrogénio, como as encontradas na familia Frankia de
actinobactérias, para fornecer o nitrogénio fixado (BHATTI et al., 2017).

Assim como neste estudo, outros também encontraram maior
abundancia da ordem de bactérias Burkholderiales, onde, a presenca de raizes
de plantas aumenta a sua abundancia (AGUIRRE-VON-WOBESER et al., 2018;
PEIFFER et al.,, 2013). As bactérias pertencentes a esta ordem tém sido
estudadas para sua aplicagdo em agrobiotecnologia para supressdo de
patdgenos e para avaliar o seu potencial de fixagao de nitrogénio em gramineas,
incluindo espécies relevantes para a agropecuaria (BENITES et al., 2008;
PEDROSA et al., 2011).

A ordem Solirubrobacterales foi uma das mais abundantes no
presente estudo, e também foi mais abundante em um solo de cultivo de cana-
de-acgucar, planta com metabolismo C4 igual as gramineas (OGOLA etal., 2021).
Esta ordem de bactéria tem a capacidade de produzir uma variedade de enzimas
hidroliticas extracelulares que podem degradar polimeros vegetais, incluindo
lignina, celulose e outros compostos organicos (EISENLORD; ZAK, 2010). As
bactérias desta ordem contribuem significativamente para a degradagédo de
lignina, podendo ocorrer em todo perfil de solo, principalmente em areas
florestais e em culturas com maior quantidade de lignina nos residuos vegetais
(maior razdo C:N) (WILHELM et al., 2019).

A comunidade microbiana e a diversidade do solo sdo altamente
dependentes da  topografia local, visto que os gradientes
topograficos/geomorfolégicos afetam as caracteristicas do solo, o tipo de
vegetacao, que indiretamente direciona a estrutura da comunidade bacteriana.
Os solos arenosos e altamente lixiviados, com baixo teor de nutrientes organicos
(C e N) e baixa densidade de plantas sédo correlacionados com a redugao da
abundéncia taxondmica bacteriana (OGOLA et al., 2021).

A ordem bacteriana Rhizobiales € uma das mais abundantes
na natureza. Esta ordem esta envolvida em interacdes simbidticas realizando a
fixagao do nitrogénio atmosférico com leguminosas principalmente, e em menor

propor¢ao com algumas plantas ndo leguminosas (GARRIDO-OTER et al.,
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2018).

Em sistemas silvipastoris no Chile, a ordem de bactéria mais
dominante foi a ordem Rhizobiales, onde o sistema mais espagado apresentou
a maior diversidade de microrganismos, e foi o que também promoveu maior
producdo especifica da forrageira (NEIRA et al., 2021). Neste trabalho foi
encontrado principalmente bactérias do género Bradyrhizobium, uma bactéria
gram-negativa fixadora de nitrogénio, que pertence ao grupo de rizobactérias
promotoras de crescimento, que induzem efeitos benéficos ao crescimento das
plantas, como o crescimento radicular de algumas gramineas (NEIRA et a.,
2021).

Observou-se que o género Rhizobium, classificado como
bactérias da filosfera (PURAHONG et al., 2015), apresentou maior abundancia
relativa na area ndo degradada. Esse género persistiu com abundancia relativa
representativa durante todo o processo de decomposigao, o que é consistente
com estudos que relataram a persisténcia em abundancias relativamente altas
durante os estagios iniciais de decomposi¢ao da serapilheira e sua habilidade
para usar alguns substratos complexos ou para fixar nitrogénio (AISLABIE et al.,
2006; BERNHARD, 2010).

Apesar da semelhanca entre as areas estudadas em
determinadas caracteristicas (como pH e teor de argila), o C, o N e o P foram
significativamente maiores na area ndao degradada (SANTAREN, 2021). A
presenca do género Rizobium pode ter contribuido para melhorar a
disponibilidade de N, que de outra forma tenderia a diminuir durante o processo
de decomposigédo, uma vez que nao existe o habito de realizar manejo do solo
e da pastagem na regiao.

Os géneros Burkholderia e Rizobium abrigam muitos fixadores
de nitrogénio associados a plantas, apresentando uma ampla distribui¢ao
ambiental e geografica (SANTOS et al.,, 2001), e tem sido amplamente
pesquisado por seu potencial como bactéria promotora de crescimento vegetal.
Cepas de Rhizobium e Burkholderia, isoladas de diferentes sistemas de uso da
terra na Amazoénia, também se mostraram capazes de sintetizar AIA (acido
indolacético) (10 a 38 ug de AIA mL"), quando cultivadas em meio suplementado
com L-triptofano (LONGATTI et al., 2013).

Também foi possivel observar a presenga do género
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Burkholderia nas areas avaliadas. Stursova et al., (2012), avaliando o efeito
comunidade microbiana e seu potencial na decomposi¢cdo de celulose em
serapilheira de Picea abies, encontraram maior abundancia bacteriana para os
géneros  Herminiimonas,  Mucilaginibacter,  Citofago, = Pedobactéria,
Burkholderia, Acidobacterium e Streptacidiphilus. Os autores observaram que
a capacidade celulolitica € limitada a alguns taxons bacterianos, embora
filogeneticamente diversos (LYND et al., 2002), uma vez que apenas o género
Burkholderia, decompositor de celulose, foi abundantemente encontrado.
Contudo, a baixa frequéncia das comunidades celuloliticas pode ser explicada
pelo baixo pH do solo da floresta (LAUBER et al., 2009). O presente trabalho
nao avaliou especificamente a degradacao de celulose por bactérias, mas
observou-se baixa abundancia de bactérias com essa especificidade. Por fim,
a tendéncia destes resultados pode estar relacionada com o baixo pH das areas
avaliadas (VALLE, 2018).

Observando os géneros que abrangeram as comunidades
bacterianas encontradas nesse trabalho, Sphingomonas, conhecido por
produzir enzimas proteoliticas ou celuloliticas (AISLABIE et al., 2006) e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos de enxofre e 2-metilfenantreno
(NIMATUZAHROH et al., 1999), com maior abundancia relativa e dominante
nos ultimos tempos de incubagao, corrobora com o resultado encontrado por
Bernhard (2010), que relata a habilidade desse género para decompor
substratos complexos. Ademais, este padrdo é consistente com o estudo
baseado em culturas de sucessao bacteriana na serapilheira de amieiro preto
(Frangula alnus Mill) (DILLY; RMLER 1998).

Diante dos estudos apresentados, foi possivel compreender as
dindmicas que envolvem a decomposi¢ao da serapilheira e a diversidade e
composi¢cdo da comunidade fungica e bacteriana. As areas de pastagem
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas congéneres. Portanto, a
composicao da comunidade microbiana possivelmente foi impactada pelo teor
de matéria organica e pela composi¢ao da serapilheira. Embora o presente
estudo tenha ajudado a compreender a ligagado entre as comunidades fungica
e bacteriana na dinadmica de decomposigao da serapilheira de pastagem a nivel
de filo e ordem, mais pesquisas devem se concentrar na resposta da importancia

e fungdes dos géneros de fungos na decomposig¢ao deste material.
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Assim, o manejo adequado da pastagem e do solo podem
promover maior abundancia de microrganismos responsaveis pela ciclagem de
nutrientes por meio da decomposi¢ao da serapilheira, com maior produtividade

e conservacgao do solo.

9. CONCLUSOES

A comunidade fungica, composta por fungos saprotréficos,
dominou a serapilheira em decomposigao nas areas avaliadas, e, sendo assim,
os fungos destacam-se como os mais importantes decompositores do material
vegetal, por possuirem um sistema enzimatico capaz de degradar substancias
complexas.

A comunidade bacteriana influenciou as fases de
decomposicdo da serapilheira e apresentou numero de copias superior a
comunidade fungica durante o periodo de 256 dias de avaliacéo.

Os indices de diversidade e riqueza da composi¢dao da
comunidade bacteriana e fungica ndo apresentaram diferengas entre a area
degradada e n&o degradada.

Os filos Ascomycota e Basidiomycota, pertencentes a
comunidade fungica, destacaram-se em relagdo aos demais taxons de filos
classificados.

A composi¢dao da comunidade bacteriana na serapilheira foi
dominada pelo filo Proteobacteria. Mas, os filos Actinobacteria, Bacteroidetes e
Acidobacteria também foram encontrados na serapilheira em decomposigao.

A abundancia relativa, de uma quantidade expressiva dos
microrganismos da comunidade fungica e bacteriana a nivel de filo, ordem e

género foi superior na area nao degradada.
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10. CONSIDERAGOES FINAIS

Uma das grandes marcas das pastagens tropicais e
subtropicais em todo o planeta tem sido a baixa fertilidade natural dos solos.
Este problema associado aos altos custos dos fertilizantes quimicos, e ao
cultivo de pastagens em areas marginais resulta na degradagao destas. Por sua
vez, esta degradagao tem se mostrado cada vez mais frequente, inclusive no
Brasil, reduzindo drasticamente a produtividade das pastagens.

A serapilheira das plantas é o principal responsavel pela
formagdo da matéria orgénica do solo nos sistemas agropecuarios. Nesses
sistemas, a comunidade microbiana desempenha um papel chave na
decomposicdo da serapilheira. Poucas variagdes foram observadas e, a
comunidade microbiana apresentou alteragdes, possivelmente, em resposta a
diferentes fontes de carbono que compdem a serapilheira. A qualidade da
serapilheira € de grande importancia na composi¢ao da microbiota do solo.
Diferentes relagbes C/N, teores de lignina, dentre outros, irdo interferir
significativamente  nessa composicdo, pois cada material sera
preferencialmente decomposto por um grupo especifico de fungos e bactérias.

Estagios iniciais da decomposicdo da serapilheira séao
caracterizados pela baixa diversidade de microrganismos, uniformes em seu
comportamento e em sua resposta ao ambiente. A medida que a decomposicdo
prossegue, a populagcédo microbiana se torna mais heterogénea, particularmente
entre as bactérias, representadas por poucas espécies no comego, mas poruma
maior diversidade nos estagios de decomposi¢do mais avangados. Ainda neste
contexto, ressalta-se que a natureza e a quantidade do material depositado,
temperatura, umidade, pH influenciam diretamente a atividade da comunidade
microbiana, refletindo na variacdo das taxas de decomposicao.

Ademais, com o0 avango recente no sequenciamento de DNA,
bioinformatica e microscopia avangada, pesquisadores podem desvendar o
ainda desconhecido ecossistema solo - material vegetal, e, posteriormente, criar
um modelo de ocorréncia e abundancia de microrganismos. Para isto, se torna
necessario conectar informacées geograficas e climaticas com as

caracteristicas fisicas e quimicas do solo e com 0s microrganismos.
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Portanto, os principios e beneficios, citados e observados no
presente estudo, pela dinamica da serapilheira devem ser aplicados para que
ocorra o desenvolvimento e manutengdo de uma pecuaria sustentavel. Para
isso, além da conservacdo das pastagens, € necessario adotar intensa
reciclagem de residuos e formas adequadas de manejo do solo, pastagem e
animal. Lembrando que as abordagens para recuperacdo de pastagens
degradadas exigem necessariamente diagnostico prévio do nivel de degradagao

e adogao de praticas adequadas ao nivel tecnoldgico local.
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