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RESUMO

O Brasil é destaque em areas florestais plantadas, principalmente com espécies exoticas, e
com uma pequena fracdo de plantas nativas. Estudos tém revelado que as arvores influenciam
a qualidade do solo. Os atributos bioldgicos que envolvem a fertilidade do solo e as atividades
dos seres vivos, bem como sua distribuicdo e diversidade no solo, sdo uma importante
ferramenta para 0 monitoramento do meio ambiente. Indicadores como serapilheira, estrato
herbaceo e fungos micorrizicos atuam na ciclagem de nutrientes e carbono organico
melhorando a estrutura do solo. A influéncia das plantas arbOreas exoticas ou nativas no solo
e no ambiente pode estar relacionada com a producéo e a liberacdo de compostos bioativos
nas raizes ou pela queda de folhas senescentes. Diante disso foram avaliados alguns atributos
ambientais e bioldgicos do solo sob a influéncia de espécies florestais exdticas e nativas
plantadas na regifo do semiarido. Areas sob a influéncia de arvores com seis anos de idade
das especies exaticas: Acacia mangium, Casuarina equisetifolia e Eucalyptus urophylla; e das
espécies nativas: Anadenanthera colubrina, Astronium fraxinifolium, Tabebuia impetiginosa e
Colubrina glandulosa, Acacia mangium, Casuarina equisetifolia, Eucalyptus urophylla; ao
lado de area néo reflorestada foram usadas na avaliacdo da serapilheira (periodo chuvoso e
seco), do solo e das raizes finas das espécies arboreas (periodo quadrimestral) e do estrato
herbaceo (periodo chuvoso), entre 2016 e 2017. As amostras do solo e das raizes foram
processadas, armazenadas até sua analise; sendo extraidos esporos fungicos do solo e nas
raizes finas de arvores herbaceas foi verificado o percentual de colonizacdo micorrizica. A
serapilheira seca foi caracterizada quanto aos teores de carbono organico, macro e
micronutrientes. O estrato herbaceo foi coletado, identificado e as exsicatas armazenadas em
herbario. A caracterizacdo quimica da serapilheira permitiu evidenciar que ndo ha
correspondéncia entre a quantidade e os teores de nutrientes do material organico acumulado
no solo. As espécies florestais influenciaram a riqueza, a dominancia e a diversidade do
estrato herbaceo. As espécies florestais estabeleceram em suas raizes associacfes simbiodticas
com os fungos micorrizicos arbusculares, e somente A. mangium, C. equisetifolia, E.
urophylla e A. colubrina formaram ectomicorrizas. Os morfotipos de esporos fungicos mais
representativos no solo foram relacionados aos géneros Acaulospora, Claroideoglomus e
Glomus, revelando que as espécies florestais influenciam a diversidade de fungos
micorrizicos arbusculares. Esporos de Gigaspora margarita e Glomus brohultii podem ser
considerados indicadores do solo cultivado com Eucalyptus urophylla e de Acacia mangium,
respectivamente. Essas evidéncias confirmam que espécies florestais nativas e exoticas
influenciam a qualidade biolégica do solo e o ambiente da regido semiarida.

Palavras-Chave: Associacdo micorriza. Estrato herbaceo. Serapilheira. Solo



ABSTRACT

Brazil stands out in planted forest areas mainly with exotic species, and with a small fraction
of native plants. Studies have shown that trees influence soil quality. The biological attributes
that involve soil fertility and the activities of living beings, as well as their distribution and
diversity in the soil are important tools for the monitoring of the environment. Indicators such
as litter from trees, herbaceous stratum and mycorrhizal fungi act in the cycling of nutrients
and organic carbon, improving soil structure. The influence of exotic or native trees on soil
and environment may be related to the production of bioactive compounds in the root system
or by the fall of senescent leaves. Here some environmental and biological attributes of the
soil were evaluated under the influence of exotic and native trees planted in the semi-arid
region. Areas under the influence of six-year-old trees of the following exotic species: Acacia
mangium, Casuarina equisetifolia and Eucalyptus urophylla; and the native species:
Anadenanthera colubrina, Astronium fraxinifolium, Tabebuia impetiginosa and Colubrina
glandulosa, plus a non-reforested area, were used for the evaluations of litter (during rainy
and dry season), soil and fine roots of trees (four-month period) and herbaceous stratum (rainy
season) along 2016 and 2017. Soil and plant-roots were processed, stored until their analysis;
with fungal spores being extracted from soil and the percentage of mycorrhizal colonization
was Verified in fine roots of trees and herbaceous plants. Litter samples were characterized in
terms of organic carbon, macro and micronutrients, and the herbaceous stratum was collected,
identified and exsiccates stored in a herbarium. The chemical characterization of the tree litter
showed the non-correspondence between the quantity and the nutrient contents of the organic
material accumulated on the soil. Forest species influenced the richness, dominance and
diversity of the herbaceous stratum. The evaluated forestry species established in their roots
symbiotic associations with arbuscular mycorrhizal fungi, and only A. mangium, C.
equisetifolia, E. urophylla and A. colubrina formed ectomycorrhizal associations. The most
representative morphotypes of arbuscular mycorrhizal spores in the soil were related to
Acaulospora, Claroideoglomus and Glomus, revealing the forest species influence the
arbuscular mycorrhizal fungi. Spores of Gigaspora margarita and Glomus brohultii can be
considered as indicators of the soil under canopies of Eucalyptus urophylla and Acacia
mangium, respectively. These evidences confirm that native and exotic forest species

influence the biological quality of the soil and the environment in the semiarid region.

Keywords: Burlap. Ground. Herbaceous stratum. Mycorrhiza Association.
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1 INTRODUCAO

As florestas plantadas sdo reconhecidas pela sua importancia e contribuicdo no
desenvolvimento socio-econdmico e ambiental do pais, apresentando fungdes exclusivamente
lucrativas, de producéo, ou corretiva, como o reflorestamento de areas degradadas (TONINI;
COSTA; SCHWENGBER, 2010). A procura por madeira certificada tem propiciado uma
expansdo de sistemas agregados com lavoura-pecudria-floresta (ABRAO et al., 2015), bem
como o surgimento de tecnologias para a producdo sustentavel de florestas plantadas.
Atrelado a isto, hd preocupac@es sobre impactos dessa atividade florestal no meio ambiente
(SILVA et al., 2009), principalmente os efeitos na qualidade do solo, alterando suas
propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas.

As espécies arboreas cultivadas no Brasil sdo, em sua maioria, plantas exoticas
conhecidas como Eucalipto, Pinho, Teca e Acécia, e que podem ter influéncia positiva ou
negativa na fertilidade do solo (SANTANA; ENCINAS, 2011). Buscando amenizar 0S
impactos ocasionados por espécies exoticas, tem-se recomendado o plantio de espécies
arbdreas nativas (LIMA et al., 2015).

As alteracbes do solo florestal estdo relacionadas as mudancas na estrutura
quimica, fisica e bioldgica que, por sua vez, sdo refletidas positivamente ou negativamente no
ecossistema (NIERO et al., 2010). Baseando-se nisso, os indicadores de qualidade do solo
constituem ferramentas importantes para 0 monitoramento do ambiente agréario (ARAUJO et
al., 2012), podendo ser usados para avaliar mudancas na capacidade produtiva dos sistemas,
unidas as praticas de manejo e associadas a produtividade das culturas (SILVA et al., 2009).
De acordo com Araujo e Monteiro (2007), os indicadores de qualidade podem ser fisicos
(estrutura do solo), quimicos (pH, condutividade elétrica, matéria organica e nutrientes) ou
biolégicos (atividade microbiana, ciclagem e mineralizacdo de nutrientes, diversidade
microbioldgica e vegetal).

Além da qualidade do solo had de se considerar o monitoramento de coberturas
verdes e da matéria organica depositada na floresta. As plantas de cobertura que compde o0
estrato herbaceo (YANG, SIEMANN, 2015) e a serapilheira (SCORIZA et al., 2017) séo
sensiveis as modificaces do ambiente. Além de influenciarem na ciclagem de nutrientes
essenciais para os vegetais (GILLIAM, 2007), sdo importantes para areas de regeneracdo de
ecossistemas florestais (LIMA et al., 2015).

Dentre os atributos biolégicos do solo tem-se os microrganismos (MOSs)

funcionais do solo, os quais atuam na degradacdo da matéria organica, na solubilizacdo e na
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liberacdo de nutrientes para as plantas e o ambiente (JIN, SUN, LIU, 2010). Porg¢éo dos MOs
funcionais formam associa¢des simbioticas mutualisticas com as espécies florestais. Os casos
mais estudados envolvem as micorrizas, onde os fungos colonizam e modificam a estrutura
das raizes (ectomicorrizas) ou colonizam a regido do cortex, sem alterar a formacao de raizes
secundarias das plantas (micorrizas arbusculares). A funcionalidade de ambos os fungos tem
sido comprovada em agroecossistemas. Os fungos micorrizicos arbusculares (MA) que
ocorrem em diferentes solos agricolas e se associam a grande maioria das plantas atuam no
controle bioldgico de patégenos e na estruturacdo do solo, por agregacao, o que contribui para
a fertilidade do solo, auxiliando no desenvolvimento de vegetais (RAMOS et al., 2012;
MELLO et al., 2006).

Considerando o incremento e a disseminacdo de florestas plantadas em diferentes
regides geograficas (REIS et al., 2015), e junto a essa atividade agricola em ascensao, vem a
necessidade de preservar 0s recursos naturais e obter o conhecimento sobre a influéncia das
espécies florestais no meio ambiente, em especial, as florestas inseridas no semiarido do
Nordeste brasileiro. Esta regido possui um clima semiarido, onde ocorrem solos arenosos e
com baixa fertilidade natural, alem de areas desertificadas ou em estagio avancado de
degradacdo (DANTAS et al., 2012). De certo modo, hd pouco ou quase nenhum
conhecimento da qualidade biologica de solos em florestas plantadas na regido do semiarido,
assim, vé-se oportunidade de elucidar o papel dos componentes do solo e das coberturas

verdes e matéria organica de areas florestadas com espécies exdticas e nativas do Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. FLORESTA PLANTADA

O Brasil ocupa uma posicao de destaque em areas de floresta, possuindo mais de
vinte milhdes de hectares ocupados com florestas primarias, e de acordo com Beech et al.
(2017), o pais detém a maior diversidade de espécies vegetais. Somente em florestas plantadas
tem-se proximo de oito milhdes de hectares (FAOSTAT, 2017), sendo prevalentes nestas
areas Eucalyptus spp. e Corymbia spp. (71%), Pinus spp. (20%), Hevea brasiliensis, Acacia
mangium e A. mearnsii, Tectona grandis, Schizolobium amazonicum entre outras espécies
madeireiras (7,6%) (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES, 2015).

As florestas plantadas sdo uma realidade ha séculos, sendo antropicamente
introduzidas espécies em diferentes regides na forma de monocultura. Em sua maioria sao
plantios de arvores, cuja matéria prima destina-se a obtencdo de produtos madeiraveis, como
carvao vegetal, celulose, madeiras serradas, soOlida, processada, bem como produtos nédo
madeiraveis, como: gomas, borrachas, céras, fibras tanantes, 6leos aromaticos e medicinais,
corantes e outros (GUIA TECNICO REFERENCIA, 2014). O sucesso dessa atividade tem
sido atribuido a presenca de condi¢cbes ambientais favoraveis, a boa adaptacdo de especies
exoticas que possuem rapido crescimento e alta produtividade, a abundancia de terras para
cultivo florestal, ao conhecimento tecnoldgico e o investimento na industria madeireira (REIS
et al., 2015).

Contudo, ha de se destacar a grande diversidade de espécies florestais nativas, e
que podem ser exploradas de forma sustentavel para a producdo de insumos madeiraveis e
ndo madeiraveis (BRASIL, 2011). A implantacdo de florestas deve ter como base a adaptagédo
das espécies e as interagdes com o ambiente, objetivando a producdo de madeira, lenha, mel,
matéria-prima para industria de fitoterapicos, auxiliando no desenvolvimento de florestas
secundarias, reflorestamentos e sistemas agrossilvopastoril que proporcionam uma reducéao
gradual de impactos ambientais ocasionados pelo enfoque produtivista de monocultivos
(LIMA et al., 2015; GONCALVES, BARWALDT, DUARTE, 2006).

Dentre as areas florestadas pode-se destacar a regido Nordeste, ocupando a
terceira posicdo em termos de area plantada (13%), e estando inserido em trés importantes
biomas: Cerrado, Caatinga e Mata Atlantica (BRASIL, 2011). Mas, na regido notadamente
existe um consumo muito significativo de lenha de origem desconhecida (nativa ou

clandestina), oferecendo risco de degradagdo dos recursos naturais e ambientais (BRASIL,
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2011), contribuindo com a desertificacdo de areas produtivas no semiérido do Nordeste

brasileiro.

2.2. ATRIBUTOS DO SOLO

O solo é considerado um sistema vivo e dindmico, constituindo uma fonte natural
limitada e ndo renovavel dos recursos naturais, que vem sofrendo intervencdo direta do
homem (RODRIGUES et al.,, 2015). A alteracbes no solo afetam diversas fungdes,
modificando a estruturas fisica, quimica e bioldgica e refletindo na qualidade e na
conservacdo dos ecossistemas (NIERO et al., 2010).

A capacidade do solo em exercer suas fungBes basicas ou sustentar a
produtividade de vegetais, microrganismos e animais, promovendo a ciclagem de nutrientes,
agua e energia, esta relacionada a qualidade do solo. Atualmente, diversos estudos procuram
identificar indicadores de qualidade, levando a uma avaliacdo precisa do solo, verificando as
mudancas de suas propriedades, tal como a escolha da melhor pratica de manejo nos sistemas
agricola e florestal (CARDOSO, 2014). Sabe-se que a retirada de mata nativa para
implantacdo de monocultivos tem efeito na qualidade do ambiente. As pesquisas sobre
sustentabilidade de agroecossistemas, de acordo com Melloni (2008), devem focar em varias
areas de conhecimento que buscam desenvolver métodos para se avaliarem atributos do solo.

Os indicadores do solo constituem ferramentas importantes para 0 monitoramento
do ambiente agrario (ARAUJO et al., 2012), e ha diferentes atributos bioldgicos, quimicos e
fisicos que podem ser acessados para se avaliarem as mudancas na capacidade produtiva dos
sistemas, atreladas as praticas de manejo e associadas a produtividade das culturas (SILVA et
al., 2010). Compreender os varios aspectos do funcionamento do solo ¢ indispensavel para se
definir estratégias de manejo sustentavel, procurando ndo comprometer este recurso natural
(EFFGEN et al., 2012).

O solo naturalmente possui minerais, areia, argila, silte, gases, matéria organica e
uma biota ativa (ARAUJO; MONTEIRO, 2007). Tendo-se por base tal composicao, Aradjo e
Monteiro (2007) sugeriram o uso de indicadores que refletia no funcionamento do
ecossistema do solo, sendo eles relacionados com as propriedades fisicas, quimicas (pH,
condutividade elétrica, matéria organica e macro e micronutrientes) e biologicas. Este Gltimo
atributo envolve atividade da biomassa e respiracdo microbiana, mineralizacdo, ciclagem de

nutrientes, diversidade de fungos micorrizos.
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Os microrganismos realizam inumeras fung¢fes no solo, essenciais em processos
de mineralizacdo da matéria organica, liberagdo nutrientes, solubilizacdo de minerais e
degradacdo de substancias tédxicas, além dos grupos de microrganismos que formam
associacOes benéficas com as plantas. Estes desempenham funcdo no controle biolégico de
patdgenos e promovem agregacdo de particulas e contribuem na melhoria da fertilidade,
tornando os nutrientes disponiveis ao desenvolvimento das plantas (RAMOS et al. 2012;
ARAUJO E MONTEIRO, 2007). Ademais, a estrutura das comunidades microbianas difere
das formas de atuacdo na matéria organica em cada tipo de solo (JIN, SUN, LIU, 2010).

2.3. INDICADORES AMBIENTAIS E BIOLOGICOS DO SOLO

2.3.1. Serapilheira

Scoriza et al. (2017) consideraram a serapilheira como sendo um eficiente
indicador ambiental, por ser de uso prético e sensivel as modificagdes do ambiente. A
producdo da serapilheira € importante nos sistemas produtivos para a conservacdo dos
ecossistemas (LIMA et al., 2015), principalmente no ciclo do carbono. E constituida de
material vegetal acumulado na superficie do solo, como: ramos, caules, frutos, flores,
sementes, corpo e dejetos animais e folhas (GODINHO et al., 2013) e ainda pode incluir
partes caidas de herbaceas. Vale notar que as folhas caidas representam o maior volume no
solo, contém nutrientes organicos e inorganicos que podem ser facilmente degradados
(SILVA et al., 2014). O material organico acumulado sobre o solo permite o crescimento e o
desenvolvimento de varios organismos da macro, meso e microfauna, além de ser fonte de
coloides organicos ao solo. Nesse sentido, a serapilheira tem fun¢ées como isolante térmico,
filtrador e armazenador de umidade, diminuindo a erosdo laminar e vertical do solo
(CALDEIRA et al., 2007).

As condicdes de fertilidade do solo, precipitacdo pluviométrica, temperatura,
luminosidade e caracteristicas das espécies florestais, como a deciduidade, estdo entre 0s
fatores que podem afetar o estoque da serapilheira (MATOS et al., 2017; LIMA, et al., 2015).
A deposicdo de serapilheira no solo florestal ocorre principalmente em periodos mais secos
(de ambientes tropicais), quando ha senescéncia e desprendimento das folhas, estratégia das
plantas para diminuir a transpiracdo (VILLA et al., 2016).

A decomposicdo do material depositado sobre o solo é importante para a ciclagem

dos nutrientes, pois permite que as plantas sintetizem matéria organica e reciclem nutrientes
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como o célcio, nitrogénio, magnésio e outros (VILLA et al., 2016; SCORIZA; CORREIA,;
SILVA, 2017). Pesquisas sobre serapilheira destacam a importancia desse material para a
conservacdo e a manutencdo dos ecossistemas florestais (LIMA et al., 2015), onde essa
biomassa desempenha um papel na manutencgéo das propriedades do solo (HOLANDA et al.,
2012; CALDEIRA et al., 2007). Sua qualidade é medida pelo teor de compostos organicos ou
inorganicos, sendo relacionados com a constituicdo do material acumulado, o que pode
influenciar na atividade da biota do solo, em especial a fauna que a transforma (SILVA, et al.,
2013) e os microrganismos que atuam na decomposicéo da serapilheira (SHELDRAKE et al.,
2017).

2.3.2. Estrato Herbéaceo

As plantas vasculares em geral de baixa estatura compdem o estrato herbaceo.
Esta cobertura possui grande riqueza de individuos, representando de 8 a 29 % em florestas
tropicais Umidas e neotropicais (GUISLON et al., 2016) e pouco menos em florestas
temperadas (RIGON; CORDEIRO; MORAIS, 2011).

A riqueza das herbaceas é influenciada pelos fatores bioticos e abi6ticos, como as
condicdes edafica, climéticas e pluviométricas, ou seja, ambiente com mais luminosidade,
agua e disponibilidade de nutrientes é considerado ideal para o desenvolvimento de um estrato
herbaceo (PALLAVICINI; ALDAY; MARTINEZ-RUIZ, 2015; WANG et al., 2014). Mas, a
composicdo desse estrato também é afetado pela topografia, sombreamento, estagios
sucessionais, breves estiagens, fertilidade e drenagem do solo (ZACHIA; WAECHTER,
2011). Herbéaceas estabelecem-se em curtos periodos de tempo em ambientes antropizados
(sucessdo secundaria), possivelmente devida a formacdo rapida de sementes no ambiente
(CHEUNG; MARQUES; LIEBSCH, 2009)

As herbaceas sdo sensiveis a mudancas repentinas no ambiente, possuindo raizes
superficiais, o que confere alta taxa de mortalidade em relacdo as plantas arbdreas, levando a
serem usadas como indicador de biodiversidade ou indicador da qualidade ambiental
(GUISLON et al., 2016; YANG et al., 2015). O estrato herbaceo tem influéncia no fluxo de
energia e na ciclagem de nitrogénio, fosforo e potéssio, podendo também interferir na
disponibilidade de nutrientes, em especial o nitrogénio, quando se inicia uma competi¢cdo com
outras plantas (GILLIAM, 2007).

Os trabalhos sobre o estrato herbaceo sdo relacionados em grande parte ao

levantamento floristico e fitossociolégico em agroecossistemas (GUISLON et al., 2016;
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RIGON; CORDEIRO; MORAIS, 2011; EUGENIO; MUNHOZ; FELFILI, 2011; CITADINI-
ZANETTE et al., 2010) e pouco se conhece sobre a prevaléncia de herbaceas em florestas
plantadas na regido semiérida.

2.3.3.  Fungos micorrizicos

As micorrizas sdo associagdes simbidticas mutualisticas entre fungos do solo e
raizes de plantas, constituindo um processo de co-evolucdo adaptativa, ocorrendo alteracbes
morfoldgicas e fisiolégicas em vegetais (HOEKSEMA, 2010; MELLO et al., 2006). Essa
associacdo mutualista ocorre na maioria das espécies vegetais, onde o fungo desempenha
papel crucial na nutricdo mineral das plantas, promovendo o0 aumento de area das raizes para a
absorcdo de agua e nutrientes pouco méveis do solo, como fésforo, entre outros elementos
minerais essenciais as plantas (MELLO et al., 2006). Deste modo, a simbiose confere
resisténcia as plantas em condigdes de estresse hidrico, tolerancia a temperaturas elevadas e a
acidez e toxidade do solo (CARDOSO FILHO et al., 2016; SOUZA et al., 2006), alem de
proteger o sistema radicular contra diversos fitopatdgenos (SUZ et al. 2008), nematoides de
galha (PINHEIRO et al., 2014; SOUSA et al., 2010) e fungos de raizes (Fusarium e
Phytophthora) (SAMPAIQO et al., 2012; BORGES et al. 2007). Por outro lado, os fungos
obtém acucares simples, os compostos de carbono provenientes da fotossintese da planta
(GARIBAY-ORIJEL et al.,, 2013). Suz et al. (2008) ressaltaram que muitos problemas
ambientais, como: poluicdo, erosdo, mudancas climaticas e degradacdo do solo podiam ser
atenuados pela micorrizacdo das plantas. Os fungos além de auxiliarem no estabelecimento e
no desenvolvimento das plantas, podem ter sua diversidade, riqueza e intensidade de
colonizacdo micorrizica influenciados por caracteristicas fisiolégicas de seus hospedeiros
(HUANG et al., 2014; KISA et al., 2007).

2.3.3.1. Fungos Ectomicorrizos (ECM)

Os fungos ECM pertencem aos filos Ascomycota e Basidiomycota, onde cerca de
6.000 espécies foram descritas em associacdo com plantas (TEDERSOO et al., 2010). Estdo
geralmente associados a espécies arboreas, como as familias Fagaceae (Carvalho), Pinaceae
(Pinho) e Myrtraceae (Eucalipto), variando em eficiéncia e compatibilidade, a depender das
condigdes ambientais e das espécies de simbiontes (FARIA et al., 2017). Estudos

filogenéticos indicam que os fungos ECM evoluiram paralelamente aos fungos micorrizos
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arbusculares e podem ter co-evoluido com as plantas hospedeiras, facilitando sua
diversificacdo (HOEKSEMA, 2010; WANG; QIU, 2006). Acredita-se que tais fungos do solo
possuem alguma especificidade fungo-hospedeiro, podendo dificultar a associacdo de outros
fungos com espécies florestais (BERTOLAZI et al., 2013; SILVA et al., 2011), significando
que a diversidade de plantas influencia na diversidade de fungos micorrizicos (SMITH et al.,
2011). H& diversos trabalhos relatando a associacdo desses fungos ECM com espécies
florestais exdticas plantadas, dos géneros Pinus e Eucaliptus. Contudo, esses fungos também
colonizam as raizes de espécies florestais nativas como: angico-vermelho (Parapiptadenia
rigida (Benth) Brenan), canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) e timbalva
(Enterolobium contortisiliquum) (SILVA et al., 2011).

O ciclo de vida dos fungos ECM e geralmente dividido numa fase sexuada, com
producéo de corpo de frutificagcdo (producéo de esporos) e outra assexuada onde ha formagéo
de micélio capaz de colonizar as raizes das plantas (GARIBAY-ORIJEL et al., 2013;
TEDERSOQO et al, 2010). Dentre os géneros de fungos ECM com corpos de frutificacdo, estdo
os Suillus, Laccaria, Scleroderma, Hebeloma e Pisolithus, que podem ser encontrados sob as
copas de algumas espécies florestais (FARIA et al., 2017). Estes fungos, por sua vez, sao
predados e servem de fonte de alimento para artrépodes e outros organismos do solo (ITOO;
RESHI, 2013). Algumas raizes colonizadas por ectomicorrizas apresentam poucas variagoes
em sua morfologia radicular, dificultando a sua diferenciagdo morfolégica, sendo assim
recomendada a identificacdo com base em técnicas moleculares (GARIBAY-ORIJEL et al.,
2013), nem sempre disponiveis devida ao alto custo em paises em desenvolvimento.

Algumas espeécies de fungos colonizam seus hospedeiros transferindo boa parte da
biomassa fangica para o interior das raizes, outros por sua vez, permanecem superficiais
produzindo grande quantidade de micelio externo que se espalha na rizosfera das plantas
(GARIBAY-ORIJEL et al., 2013; FUTAI; TANIGUCHI; KATAOKA, 2008). Um Unico
micélio pode se associar a0 mesmo tempo a varias plantas, e estas quando em fase iniciais de
desenvolvimento necessitam dos fungos ECM para se estabelecerem (HEIJDEN et al., 2015).
As Raizes com ectomicorrizas geralmente ndo possuem pelos radiculares e os fungos ECM
sdo caracterizados pela formacgdo de manto fungico ao redor das raizes, além de colonizarem a
regido do cértex radicular (HEIJDEN et al., 2015; CEPERO et al., 2012; TEDERSOO et al,
2010).

A inoculacdo de fungos ECM em plantas florestais € um recurso biotecnoldgico
para auxiliar no aumento da biomassa de plantas inoculadas (SOUSA et al., 2017; STEFFEN
et al. 2017; SILVA et al., 2011). Ainda, segundo Farias et al. (2017), os fungos ECM podem
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ser utilizados na recuperacdo de areas degradas e participarem no processo de biorremediacao

desses ambientes por serem capazes de degradar poluentes organicos.

2.3.3.2. Fungos micorrizos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (MA), com origem presumida ha
aproximadamente 460 milhGes de anos, pertecem ao filo Glomeromycota, neste filo séo
reconhecidos trés classes (Archaeospomycetes, Glomeromycetes e Paraglomeromycetes),
cinco ordens (Archaeosporales, Diversisporales, Gigasporales, Glomerales e Paraglomerales),
14 familias (Acaulosporaceae, Ambisporaceae, Archaeoporaceae, Claroideoglomeraceae,
Diversisporaceae, Dentiscutataceae, Geosiphonaceae, Gigasporaceae, Glomeriaceae,
Pacisporaceae, Paraglomeraceae, Racocetraceae, Sacculosporaceae e Scutellosporaceae), 30
géneros e cerca de 245 espécies descritas. Os representantes de glomeromycota se destacam
por formarem associagcdes mais comuns da natureza, onde aproximadamente 80% das plantas
terrestres estdo envolvidas (INVAM, 2017; OPIK, DAVISON, 2016; OEHL et al. 2011).

Os fungos MA ndo modificam a morfologia das raizes das plantas e séo
caracterizados pela presenca de estruturas densamente ramificadas na regido do cortex
radicular, com aspecto de minudsculas arvores, que sdao chamadas de arbusculos ao nivel de
células, e pela presenca de hifas e dilatacdes, denominadas vesiculas entre as células da raiz.
As trocas entre plantas e fungos ocorrem nos arbusculos (RODRIGUES, GOI; RODRIGUES,
2014). A identificacdo dos fungos micorrizicos arbusculares é realizada pela presenca de
estruturas sub-celulares e por caracterizacdo morfologica dos esporos do solo (MOREIRA;
HUISING; BIGNELL, 2010). Na sua caracterizacdo morfoldgica considera-se cor, tamanho,
estrutura de germinacao, presenca de hifa e ornamentacédo da parede externa e germinativa do
esporo. Contudo, devido a dificuldade durante a caracterizacdo de esporos, tem-se recorrido
igualmente as técnicas moleculares para identificacdo das espécies fungicas (HEMPEL;
RENKER; BUSCOT, 2007).

No Brasil ha cerca de 100 espécies de fungos MA identificados, onde 50% destas
podem ser encontradas no Nordeste (MERGULHAO, et al. 2014). Os fungos MA sdo
considerados bons indicadores do solo, com importancia ecolégica reconhecida (SILVA et
al., 2017). Sao agentes que atuam diretamente na ciclagem de nutrientes e/ou produtividade
de um ecossistema. A diversidade dos fungos MA esta interligada a cobertura vegetal. As

comunidades dos fungos MA sédo afetadas pelo tipo (OEHL, et al., 2010) e composicao
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quimica do solo, sendo que sua contribuicdo para as plantas € maior em solos de baixa
fertilidade (YANG, et al., 2015).

Os Fungos MA séo biotroficos obrigatérios e ocorrem em solos de fragmentos
florestais (ANGELINI, 2008; STURMER, et al., 2006; CAPRONI, et al., 2005). Por sua vez,
os sistemas florestais (CARRENHO; GOMES-DA-COSTA, 2010) e outros fatores do solo e
do ambiente podem afetar as comunidades de fungos MA. Esta condigcdo permite sugerir uma
avaliacdo da atividade desses fungos em é&reas cultivadas com espécies florestais,

principalmente em ambiente semiarido.

2.3.4. Glomalina

A glomalina é uma glicoproteina do solo insoltvel em agua e imunorreativa
(WRIGHT, ANDERSON, 2000), que durante sua quantificacdo ¢é frequentemente chamada de
proteina do solo relacionada a glomalina - PSRG (FOKOM et al., 2012). Essa glicoproteina é
produzida por hifas de fungos MA durante a associa¢do simbidtica com as raizes de plantas
vasculares (RILLIG, STEINBERG, 2002; WRIGHT, UPADHYAYA, 1998; WRIGHT,
UPADHYAYA1996). Apos a decomposicdo do micélio fungico, a glomalina pode ficar
acumulada por até 42 anos (SILVA; ARAUJO, SILVA, 2010). A quantidade da glomalina
que os fungos MA produzem pode ser influenciada pelo tipo de vegetacdo, praticas de
manejo, diversidade de fungos e condicdes climaticas e caracteristicas do solo.

A glomalina auxilia na formacdo de agregados do solo que evitam a atividade
enzimatica de outros microrganismos levando a reducdo da decomposicdo da matéria
organica, favorecendo a estabilidade de agregacdo e estoque de carbono (SOUSA et al.,
2012). Esses agregados auxiliam na retencdo de umidade e podem atuar como agentes
condicionantes (SINGH; RAI; SINGH, 2016).

Glomalina pode ser extraida do solo em duas fracGes, a primeira esta relacionada
com a glomalina produzida recentemente pelos fungos MA, obtida com maior facilidade
(facilmente extraivel - FE); a segunda é a glomalina total, acumulada no solo ao longo do
tempo que sofreu acbes de intemperismo e possui efeito recalcitrante (WU et al., 2014,
WRIGHT; UPADHYAYA, 1996). A glomalina esta correlacionada ao carbono organico,
nutrientes (nitrogénio e fésforo) e outros importantes propriedade do solo (SINGH et al.,
2017).



25

3 OBJETIVOS

3.1. GERAL

Avaliar os atributos ambientais e bioldgicos do solo sob influéncia de espécies

florestais exoéticas e nativas plantadas na regido do semiarido.

3.2. ESPECIFICOS

v Caracterizar e determinar os componentes quimicos da serapilheira sob influéncia de
espécies florestais plantadas no semiarido;

v Avaliar a diversidade do estrato herbaceo sob influéncia de espécies florestais
plantadas no semiérido;

v Estudar a associacdo micorrizica em espécies florestais plantadas no semiarido, com

énfase em fungos micorrizicos arbusculares;
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em campo experimental (coordenadas S: 3° 27’
06> e W: 40° 08 48”") com espécies florestais instaladas numa area rural do Sindicato das
IndUstrias de Mdveis do Ceard (Sindmoveis), em um lote do Perimetro Irrigado do Baixo
Acarad, situado a 2,2 km da margem direita da CE-178, no Municipio de Acarau, em regido
limitrofe com o Municipio de Marco (Figura 1), Estado do Ceard. O solo dessa area foi
classificado como Neossolo Quartzarénio, cujo segundo Campelo et al. (2015), foi baseado na
camada de 0 a 50 cm, ao apresentar as seguintes caracteristicas: classe textural areia, umidade
do solo a 0,03 MPA de 4,38%, umidade a 1,5 MPA de 2,95%, pH 6,10, CE 0,19 dS.m"
! matéria organica 9,0 g.Kg™, P 19,90, Ca*? 14,65, Mg** 6,45, K" 1,05, Na" 3,35 e H"*AI"?
5,40 mg.dm™. O clima da regi&o pela classificacio de Koppen é do tipo Aw (Tropical, com
inverso seco) (Alvares et al. 2014), com altitude média de 60 m e médias anuais de
precipitacdo e evaporacdo, respectivamente, proxima de 950 mm e 1600 mm. A maior
intensidade das chuvas (80%) ocorre entre fevereiro a maio, os eventos de seca entre julho e

novembro com temperaturas do ar que superam 30°C (DNOCS, 2013).

Figura 1 - Localizacdo do campo experimental com espécies florestais, Acarau, Ce.

Ewcalyptus
wrophyila -
Eucalipt

Astronium
fraxinifolium -
Gongalo Alves

Tabebuia

CONTROLE

St

R TR

A- Mapa do Ceard; B - Imagem de satélite do camrﬁb;u
Imagem da entrada. Fonte: Google, elaborada pela propria autora.

s e e



27

Foram feitas coletadas de amostras de solo, serapilheira, plantas do estrato
herbaceo e raizes finas tanto de herbaceas como das espécies florestais, entre os meses de
Agosto/2016 a Maio/2017. A escolha das parcelas com cultivo florestal, foi baseado no
desempenho prévio das espécies arbdreas, em termos de crescimento aéreo e formacdo de
troncos para uso no setor moveleiro. As espécies escolhidas incluem trés exdticas das familias
Fabacea (Acacia mangium Willd. — Acacia), Casuarinaceae (Casuarina equisetifolia L. —
Casuarina), Myrtaceae (Eucalyptus urophylla clone - GG 702 Eucalipto) e quatro nativas das
familias Fabaceae (Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan - Angico), Anacardiaceae
(Astronium fraxinifolium Schott. ex Spreng. - Gongalo Alves), Bignoniaceae (Tabebuia
impetiginosa (Martius ex DC.) Standl. - Ipé rosa), Rhamnaceae (Colubrina glandulosa
Perkins - Sobrasil) e uma area ndo cultivada (Controle).

As analises do solo e serapilheira foram realizadas nos laboratérios de
microbiologia e quimica do solo, situados na Embrapa Agroindustrial Tropical. E a
identificacdo das herbaceas foi realizada no Laboratdrio de Sistematica e Ecologia Vegetal
(LASEV), da Universidade Federal do Ceard (UFC) e armazenadas no Herbario Prisco
Bezerra (EAC), em Fortaleza.

Os resultados experimentais permitiram a elaboracdo de quatro manuscritos: 1 -
Serapilheira como indicadora ambiental de espécies florestais plantadas no semiarido; 2 -
Influéncia da cobertura florestal sobre a diversidade de herbaceas no semiarido; 3 -
Diversidade de fungos micorrizos em floresta plantada no semiarido. Esses manuscritos
deverdo ser submetidos as seguintes revistas: Scientia Forestalis, Acta Botanica e
Enviromental Microbiology. Além do 4° artigo intitulado ‘Perfil fitoquimico e atividade
biologica de estratos etandlico de Colubrina glandulosa Perkins (Rhamnaceae)’, que foi

submetido a revista Hoehnea (apéndice).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SERAPILHEIRA COMO INDICADORA AMBIENTAL DE ESPECIES FLORESTAIS
PLANTADAS NO SEMIARIDO — Revista Scientia Forestalis.

Resumo: O crescimento do setor florestal no Brasil estimula estudos sobre a influéncia de
esséncias florestais no solo, por meio de indicadores ambientais como a serapilheira. Deste
modo, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar e quantificar o estrato organico sob
as copas de trés espécies de arvores exoticas e quatro espécies nativas numa faixa litoranea no
estado do Ceara. Os materiais foram coletados no municipio de Acarad, Ceara, em periodos
de seca e chuvosos. As amostras foram pesadas, processadas e quantificadas quanto aos teores
de nutrientes. As espécies exoticas como Acécia, Casuarina e Eucalipto foram as maiores
contribuintes de serapilheira, estando todas sob condi¢cGes semelhantes as espécies nativas.
Contudo, o fluxo de macro e micronutrientes € similar entre as espécies, com altos teores de
carbono, nitrogénio e ferro. A caracterizacdo da serapilheira pode ser usada como indicador
ambiental em areas cultivadas com espécies florestais, reforcando a preservacéo dos recursos
naturais em regides semiaridas.

Palavras-chaves: Acumulo. Cobertura florestal. Estrato organico. Macronutrientes.

Abstract: The growth of the forest sector in Brazil stimulates studies on the influence of
forest essences on soil, through environmental indicators such as litter. Thus, the present work
had the objective to characterize and quantify the organic extract under the crowns of three
species of exotic tree sand four native species in a coastal strip in the state of Cearad. The
materials were collected in the municipality of Acarad, Ceard, during periods of drought and
rainfall. The samples were weighed, processed and quantified the nutrient contents. Exotic
species such as Acacia, Casuarina and Eucalipto were the largest contributors of litter, all
being under similar conditions to native species. However, the flow of macro and
micronutrients is similar between species, with high levels of carbon, nitrogen and iron. The
characterization of litter can be used as an environmental indicator in areas cultivated with
forest species, reinforcing the preservation of natural resources in semi-arid regions.

Keywords: Accumulation. Forest cover. Macronutrients. Organic extract.



29

5.1.1. Introdugéo

O reflorestamento vem se destacando entre agentes publicos e empreendedores do
setor agroindustrial, de modo a atender demandas crescentes por produtos madeireiros e nao
madeireiros. No Brasil, estima-se que ha cerca de oito milhdes de hectares plantados com
espécies florestais (IBA, 2017), além das grandes extensdes de terras ocupadas por florestas
nativas, principalmente na Amazonia. Os sucessos obtidos na exploracdo de florestas
plantadas tém sido atrelados as condi¢bes ambientais favoraveis a silvicultura intensiva, a
adaptabilidade das esséncias florestais e a abundancia de terras ndo ocupadas por outras
culturas agrondmicas no pais (REIS et al., 2015). Ademas, o setor tem grande importancia no
desenvolvimento socioecondmico e ambiental do Brasil (MOREIRA, SIMIONI, OLIVEIRA,
2017).

O plantio de espécies exoticas, como Eucalipto (Eucalyptus spp.), Pinho (Pinus
spp.), Teca (Tectona grandis) e Acécia (Acécia spp.) tém sido adotados no setor florestal, e
sabe-se que as espécies podem influenciar de forma diferente, positiva ou negativa, a
fertilidade do solo e a manutencdo das caracteristicas ambientais (SANTANA, ENCINAS,
2008). Procurando reduzir possiveis impactos negativos no ambiente (LIMA et al., 2015) e
contribuir com a sustentabilidade ambiental de florestas plantadas (KREFTA et al., 2017),
tem-se buscado de certa maneira, 0 incentivo ao uso e exploracdo de espécies nativas. Vale
destacar que o Brasil detém a maior diversidade de espécies vegetais do mundo (BEECH et
al., 2017) e esse recurso pode vir a ser explorado na formacao de novas florestas.

Dentre os varios indicadores ambientais, Scoriza, Correia e Silva (2017)
consideraram o estrato de serapilheira, sob a vegetacdo de fragmentos florestais de encosta da
Mata Atlantica, como medida préatica e sensivel as modificagdes do meio. Nota-se que esse
estrato organico é formado por componentes senescentes das arvores (folhas, frutos, flores e
galhos) e parte de animais dispostos em escala menor sobre a superficie do solo
(MAKHLOUTA et al., 2015). Dentre os varios elementos vegetais acumulados na superficie
do solo, as folhas sdo mais representativas e contém nutrientes organicos e inorganicos que
facilmente sdo transferidos para o solo (SILVA et al., 2014).

O acumulo de serapilheira sob as copas das espécies florestais € comumente maior
em periodos mais secos e frios, quando ocorre principalmente a senescéncia das folhas
(VILLA et al., 2016). O material caido sob as arvores protege o solo do processo de erosao,
funciona como isolante térmico, filtrador e armazenador de umidade (CALDEIRA et al.,

2007), permitindo o crescimento e proliferagdo de organismos do solo, que por sua vez,
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auxiliam na transformacdo biogeoquimica de nutrientes (SHELDRAKE et al., 2017; SILVA,
et al., 2014).

Considerando o aumento de areas com florestas plantadas e o pouco ou quase
nenhum conhecimento sobre o acumulo de serapilheira nesse tipo de cultivo na regido
semidrida, procurou-se neste estudo caracterizar e quantificar o estrato organico sob as copas
de trés espécies exdticas e quatro espécies florestas nativas, plantadas numa faixa litoranea no
estado do Ceard, nordeste do Brasil. Nessa regido prevalecem solos arenosos com baixa
fertilidade natural, e as areas agricolas, ndo raras vezes, apresentam um estagio avancado
degradacdo (DANTAS, et al., 2012). Assim, vé-se como oportuno avaliar a serapilheira em

fragmentos florestais do semiérido.

5.1.2. Material e Métodos

5.1.2.1. Descricdo da area de estudo com espécies florestais

O estudo foi realizado no Baixo Acaral no municipio de Acarad, Estado do
Ceara, em campo experimental com espécies florestais instaladas em area rural (coordenadas
S: 3° 27 06 e W: 40° 08 48’’) do Sindicato das Industrias de Moveis do Ceara
(Sindmoveis). O solo da area experimental foi classificado como Neossolo Quartzarénio
baseando-se na camada de 0 a 50 cm, ao apresentar classe textural areia, umidade do solo a
0,03 MPA de 4,38%, umidade a 1,5 MPA de 2,95%, pH 6,10, CE 0,19 dS.m™, matéria
organica 9,0 g.Kg™?, P 19,90, Ca*® 14,65, Mg** 6,45, K**,05, Na* 3,35 e H*"Al"®* 5,40 mg.dm"
% (Campelo et al., 2015). O clima da regido é tipo Aw (Tropical, com inverno seco),
classificado conforme Koppen (ALVARES et al.,, 2014), com precipitacdio média anual
proxima de 950 mm, com maior intensidade de chuvas entre 0os meses de fevereiro e maio e
0s eventos de seca ocorrem entre julho e novembro (DNOCS, 2017).

As coletas da serapilheira ocorreram no més de novembro de 2016 (periodo seco),
sem precipitacdo, temperatura média maxima 28,6 °C, e em maio de 2017 (periodo chuvoso),
com precipitacdo de 153 mm e temperatura 26,8 °C, dados gerados na estacdo meteorologica

automatica do Perimetro Irrigado do Baixo Acaral (INMET, 2017).
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5.1.2.2. Amostragem e processamento da serapilheira

Em uma floresta com &rea de 3,6 h com espécies exdticas e nativas plantadas em
diferentes parcelas de 270 m® (9 m por 30 m), selecionou-se sete parcelas com espécies
florestais mais uma area de controle. As parcelas tinham arvores de sete anos de idade, tendo
sido plantadas no espacamento 3 m entre filas por 2 m entre plantas na fila.

Dentre as oito diferentes parcelas, uma ndo havia cultivo florestal (controle),
quatro eram ocupadas por espécies nativas do Brasil: 1. Anadenanthera colubrina (Vellozo)
Brenan (Angico), 2. Astronium fraxinifolium Schott. ex Spreng. (Goncgalo Alves), 3. Tabebuia
impetiginosa (Martius ex DC.) Standl. (Ipé rosa), 4. Colubrina glandulosa Perkins (Sobrasil);
outras trés parcelas possuiam espécies exoticas, como: 5. Acacia mangium Willd. (Acécia), 6.
Casuarina equisetifolia L. (Casuarina), 7. Eucalyptus urophylla clone (GG 702 Eucalipto). A
escolha de espéecies teve como base 0 desempenho prévio das arvores, em termos de
crescimento aéreo e formacao de troncos.

As amostras de serapilheira foram coletadas em trés subareas de 0,246 m?
escolhidas aleatoriamente dentro de cada parcela. Apds a pesagem no campo, parte
representativa do material vegetal foi seco em estufa, sob ventilagdo forcada de ar a
temperatura de 65 °C, até atingir peso constante. Posteriormente, 0 material seco e triturado

foi submetido a analise de minerais e carbono organico.

5.1.2.3. Caracterizacdo da serapilheira

5.1.2.3.1. Carbono Organico Total (COT)

Na determinacdo do carbono organico da serapilheira seguiu-se a metodologia
Yeomans e Bremner (1988) e Carmo e Silva (2012) e atrelada a adaptacdes, que consistiram
na pesagem de 0,05 g da serapilheira seca e o uso de 20 mL de K,Cr,0O7 (0,167 M) de modo a
facilitar a oxidacdo do carbono pelo dicromato de potassio (K,Cr,O;) em meio acido
aquecido. Na titulacdo do estrato digerido com o sulfato ferroso amoniacal houve mudanca da
coloracdo, de roxa para a cor verde. O teor de COT foi estimado pela equacdo matematica

descrita por Cantarella, Quaggio e Raij (2001).
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5.1.2.3.2. Nitrogénio Total (NT)

O nitrogénio total foi determinado pelo método Dumas, utilizando DUMAS
NITROGEN ANALYZER (NDA 701). Para essa analise utilizaram-se 50 mg de serapilheira
seca e moida. Apos ajustes do aparelho e a confec¢do da curva de calibragdo, as amostras de
serapilheira foram transferidas para capsulas (Tin foil cups, code A00000153) e colocadas na
bandeja coletora, onde ocorreu a combustdo da amostra e a oxidacdo do nitrogénio na
presenca de oxigénio. Os gases liberados (N2, CO2, SO2e H20) foram separados por uma
coluna cromatogréfica e detectados por meio de um sensor de termocondutividade, gerando
um sinal elétrico proporcional a quantidade de gas, valor que foi posteriormente convertido
em porcentagem de nitrogénio, conforme Vieira et al. (2017).

5.1.2.3.3. Dosagem de macro e micronutrientes

Os teores de macronutrientes (P, K, Ca, Mg, Na) e micronutrientes (Cu, Fe, Mn e
Zn) foram determinados a partir de estratos digeridos em solugéo acida nitrico-perclérica (3:1
v/V), por meio de espectrometria de emissdo otica com plasma aclopado indutivamente (ICP-
OES), seguindo-se os procedimentos de Silva (2009). Os extratos foram obtidos a partir de
0,5 g de amostra de serapilheira previamente triturada e homogenizada, acrescida de 8 mL de
solucdo extratora duplo &cido (HCI+HNO3). A mistura foi deixada em repouso por 24 h,
acompanhada de digestdo em bloco por 4 h a 200 °C. Apds resfriamento, as misturas foram
agitadas, acrescidas de 50 mL de agua e filtradas em papel filtro quantitativo faixa azul

(filtracdo lenta), para posterior leitura no equipamento.

5.1.3. Resultados e discussao

A deposicdo do estrato organico formada sobre o solo variou entre as coberturas
florestais (Figura 2), e as diferencas entre as espécies podem ser atribuidas ao desempenho
aéreo das arvores e a producdo de folhas. Holanda e colaboradores (2017) observaram que as
folhas sdo as maiores contribuintes da serapilheira em espécies da Caatinga. A serapilheira era
composta por folhas secas e galhos finos (<1 cm de diametro) caidos ao solo, além de
residuos das plantas do estrato herbaceo presente sob as copas das arvores. As maiores
contribui¢des na formacdo desse estrato organico foram observadas sob as coberturas com

espécies florestais exoticas, como Acacia (Acacia mangium), Eucalipto (Eucalipto urophylla
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clone GG 702) e Casuarina (Casuarina equisetifolia), o que ja era esperado em razdo do
desempenho prévio das arvores. A baixa producéo de serapilheira observada sob as coberturas
com espécies nativas, em especial para 0 Angico (Anadenanthera colubrina) e o Gongalo
Alves (Astronium fraxinifolium), pode estar relacionada a sua adaptabilidade as condicdes do
ambiente do semiédrido e a diminuicdo na queda de folhas. Destaca-se que Angico
(MEDEIROQOS et al., 2016) e Gongalo Alves (AGUIAR et al., 2004) possuem habito foliar

perene, resultando numa maior resisténcia das arvores em perder as folhas.

Figura 2 - Deposi¢do da serapilheira sob as espécies florestais e a area controle (sem

cultivo florestal) em Acarad, estado do Ceara.
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Média de valores do més de novembro/2016 e maio/2017. Fonte: Elaborada pela propria autora

No presente estudo, considerou-se também residuos de plantas do estrato
herbaceo como parte da serapilheira e, sob as copas de Angico e Goncgalo Alves, havia baixa
frequéncia de herbaceas, o que pode ser atribuido aos aleloguimicos presentes em partes das
arvores, principalmente, as folhas. Silva et al. (2010) reportaram que certos constituintes
presentes nas espécies dos géneros Astronium e Anadenanthera inibem o crescimento de
herbaceas.

Acacia, Eucalipto e Ipé rosa (Tabebuia impetiginosa) apresentaram maior
acumulo de serapilheira no periodo seco, contudo, Casuarina e Sobrasil (Colubrina
glandulosa) exibiram comportamento semelhante ao controle, onde se observou maior
deposicdo de material durante a quadra chuvosa. Tal acimulo de material organico pode estar
associado ao periodo de floracdo e frutificacdo dessas espécies (SIQUEIRA, 2008).

Caldeira e colaboradores (2007), relataram que espécies arboreas crescidas sob
condi¢cbes ambientais similares de clima e solo, deveriam possuir taxas similares de

decomposicdo e acumulo de matéria organica. Porém, sabe-se que as espécies possuem
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caracteristicas morfologicas e fisiologicas diversas e que podem afetar a produgdo e o
acumulo de serapilheira. Em um estudo realizado por Cunha Neto et al. (2013), com plantios
de Acécia, Mimosa artemisiana e Eucalipto, comparando-os com uma floresta secundaria,
observou-se que as espécies exoticas como Acacia e Eucalipto foram capazes de acumular
maiores quantidades de serapilheira em comparacao aos outros plantios. E a espécie florestal
Eucalipto obteve estoques de serapilheira semelhante a uma floresta natural (com vegetacao
de crescimento espontaneo), durante o periodo seco (MATOS et al., 2017; SANTOS NETO
et al., 2015).

A serapilheira presente na superficie do solo sob as coberturas florestais variou
em termos quantitativos e na composi¢cdo quimica (Tabela 1). Este estrato organico
representa, segundo Caldeira et al. (2008), a principal via de transferéncia de nutrientes das
plantas para o solo, entretanto, nutrientes com maior mobilidade no sistema, como K, Mg e
Na podem ser mais facilmente perdidos para o solo, resultando numa menor concentragdo
desses elementos em substratos orgénicos submetidos a periodos prolongados de chuva
(VIERA, SCHUMACHER 2010).

Tabela 1- Caracterizacéo da serapilheira com teores de carbono orgéanico, e nutrientes,

sob as espécies florestais mais o controle ndo cultivado em Acarau, Estado do Ceara.

Seco!
Macronutrientes Micronutrientes
Cobertura L
N CN- P K Ca Mg S Na Cu Fe Zn Mn
Vegetal

1

0.Kg mg.Kg™

Acacia 4506 165 273 06 62 65 22 14 35 50 875 115 16,0
Angico 439,1 12,2 359 09 6,2 121 25 08 22 40 1265 19,5 10,0
Casuarina 389,0 110 352 12 6,3 14,7 30 11 14 9,0 2485 165 41,0
Eucalipto 4164 7,1 58,7 06 37 82 58 08 26 50 1095 175 75,0
G. Alves 4251 64 66,3 13 60 147 42 11 05 3,0 1075 6,55 150
Ipé rosa 379,3 133 285 0,7 84 111 36 22 11 40 1895 95 130
Sobrasil 4004 135 296 16 172 122 28 20 10 6,0 1535 195 26,0
controle 4048 52 77,7 11 105 51 28 09 19 7,0 1005 445 30,0
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(Continuacéo)

Chuvoso?
Macronutrientes Micronutrientes
Cobertura L
N CN P K Ca Mg S Na Cu Fe Zn  Mn
Vegetal 1 1
0.Kg mg.Kg’

Acécia 53,1 181 298 0,7 37 84 28 13 06 70 3075 175 390
Angico 5226 144 363 06 25 161 23 08 01 70 1555 215 17,0
Casuarina  529,1 183 289 11 40 178 34 14 02 6,0 3625 185 73,0
Eucalipto 4918 128 386 0,7 30 108 32 11 03 50 3305 205 1090
G. Alves 5281 85 623 07 21 201 41 10 01 6,0 2805 155 20,0
Ipé rosa 5015 155 324 0,7 25 145 33 15 0,2 6,0 6795 165 56,0
Sobrasil 5105 181 282 08 50 88 26 14 04 6,0 2435 165 430
controle 5176 4,0 1297 19 185 29 28 10 16 60 695 475 390

1- més de novembro/2016; 2 — més de maio/2017, Negrito para valores altos
Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O carbono organico foi o nutriente mais expressivo dos constituintes da
serapilheira em todas as coberturas vegetais avaliadas, por ser o principal elemento formador
da materia organica (FREITAS et al., 2015). Os valores mais altos de C foram detectados sob
as copas de Acécia (538,1 g.Kg™), Casuarina (529,1 g.Kg™) e Goncalo Alves (528,1 g.Kg™).

Dentre os minerais o N foi também mais representativo nas coberturas florestais,
com excecao de Gongalo Alves e Eucalipto, onde se detectaram valores inferiores as médias
das demais coberturas, e que pode ser explicado em parte pela presenca de compostos com
alta resiliéncia a decomposicédo e ao desbalanco da relacdo carbono e nutrientes minerais das
folhas. Em éareas de cobertura com Casuarina e Sobrasil o aumento no teor de N pode estar
relacionado com ao acumulo de material durante o periodo chuvoso.

No controle, sem cobertura florestal, detectou-se um estrato com baixo teor de N e
consequentemente com alta relagdo C:N, o que pode ser devida a prevaléncia de gramineas do
género Paspallum nessa parcela experimental. Por sua vez, os residuos coletados sob as copas
de leguminosas como Acacia, Angico e Casuarina apresentaram concentracfes superiores de
N, o que pode ser devida a simbiose das plantas com bactérias funcionais capazes de fixar N,
além das caracteristicas funcionais das espécies florestais (MACHADO et al., 2015). Esse
elemento mineral influencia na atividade metabolica de decompositores da matéria organica
(SCORIZA; CORREIA; SILVA, 2017).

Em todas as coberturas estudadas, o teor de macronutrientes seguiu na seguinte

ordem decrescente de transferéncia para o solo de: N>Ca>K>Mg>Na>S>P para o periodo
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seco do ano, enquanto para a época mais Umida do ano a ordem foi de
N>Ca>K>Mg>S>P>Na, semelhante aos encontradas numa area da Caatinga por Holanda et
al. (2017). Esses nutrientes em sua maioria vém das folhas que caem ao solo (SAVIAN
MARAFIGA et al., 2012), mas também ndo pode ser descartada a contribuicdo de materiais
lenhosos, como galhos e outros materiais de plantas (DIAS TEIXEIRA et al., 2002).

As éareas sob o cultivo de Goncalo Alves, Eucalipto, Ipé rosa e Acécia
apresentaram em ambos 0s periodos, altos teores de célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S) e
sodio (Na), respectivamente, quando comparadas com as outras coberturas e ao controle, que,
por sua vez, mostrou maior teor de potassio (K) e fosforo (P). Para Caldeira et al. (2007) o N,
Ca e K sdo importantes para o processo de ciclagem biogeoquimica de nutrientes em sitios
florestais.

O nivel de Ca na serapilheira esta relacionado ao seu armazenamento do
elemento pelas folhas, onde permanece mesmo ap0s a senescéncia, e, segundo Holanda et al.
(2017), esse nutriente € o que mais retorna ao solo via serapilheira na Caatinga (VIEIRA et
al., 2014). Ja o K e Mg sédo nutrientes que podem ser translocados na planta, desta maneira,
pode haver diferencas nos seus teores na serapilheira (VILLA et al., 2016; CALDEIRA et al.,
2007). Os valores baixos de S podem afetar a decomposicéo e a liberacdo do material no solo
(XU et al,. 2017). O baixo teor de P encontrado na serapilheira pode estar relacionado com a
baixa disponibilidade deste nutriente no solo (HOLANDA et al. 2017), fazendo com que as
plantas busquem redistribui-lo durante a ciclagem de nutrientes dentro da floresta
(CALDEIRA et al., 2013).

Os teores de micronutrientes da serapilheira seguiram na seguinte ordem
decrescente Fe>Mn>Zn>Cu, semelhante ao observado numa floresta Ombrofila por Caldeira
et al. (2007; 2008).

Todas as coberturas avaliadas no presente estudo apresentaram elevados teores de
Fe principalmente no periodo chuvoso, com excecdo do controle. Segundo Caldeira et al.
(2008) o Fe apresenta baixa mobilidade na planta e possui maior concentracdo nas folhas de
espécies florestais 0 que repercute no resultado obtido na area controle, no qual se detectou
menores concentracfes de Fe. Nas areas cultivadas com Eucalipto, Casuarina e na area
controle, o estrato organico sob o solo indicou altos teores de manganés (Mn), cobre (Cu) e
zinco (Zn), respectivamente, se comparados a Acacia, Angico, Goncalo Alves, Ipé rosa e
Sobrasil. A variacdo de Mn na serapilheira esta relacionada com a sua cobertura e a perda de

folhas (CALDEIRA et al., 2008). Alguns micronutrientes como Zn, Fe e Mn também podem
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ser influenciados pela temperatura do ar, e 0 Cu pela pluviosidade que ocorre na regido
(VIEIRA E SCHUMACHER, 2010).

5.1.4.Conclusoes

A composicao da serapilheira varia com as estacdes do ano e as caracteristicas do
sistema florestal. Em areas cultivadas com espécies exoticas, como Acacia mangium Willd.,
Casuarina equisetifolia L. e Eucalyptus urophylla clone GG 702) ocorrem maiores
quantidades de material organico em relagcdo aos cultivos com Angico, Gongalo Alves, 1pé
rosa e Sobrasil.

A composicdo dos nutrientes é similar para a serapilheira de diferentes espécies
florestais, no entanto, os teores de nutrientes podem variar em razéo principalmente da sua
mobilidade no sistema solo-planta e do regime de chuvas que ocorre na regido.

A caracterizagdo da serapilheira em termos quantitativos e pelos seus constituintes
quimicos pode servir como indicador ambiental em areas cultivadas ao demonstrar as

caracteristicas bidticas e abioticas de cada espécie florestal e sua influéncia no meio ambiente.
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5.2. INFLUENCIA DA COBERTURA FLORESTAL SOBRE A DIVERSIDADE DE
HERBACEAS NO SEMIARIDO - Revista Acta Botanica Brasilica

Resumo: O reflorestamento influencia o surgimento de estratos de plantas sob as copas das
arvores, afetando as caracteristicas do solo e da paisagem. Considerando as herbaceas sensiveis as
mudancas do ambiente, e capazes de obterem beneficios de associagdes simbidticas com fungos
micorrizicos arbusculares, avaliou-se neste trabalho a diversidade floristica do estrato herbaceo
formado sob as copas de trés espécies florestais exoticas e quatro florestais nativas do Brasil,
sendo cultivadas no semiarido cearense. As herbaceas em fase de floracdo foram coletadas,
separadas em grupos, quantificadas identificadas e incorporadas ao acervo do Herbario Prisco
Bezerra (EAC). As raizes das plantas prevalentes foram avaliadas pela colonizagdo radicular por
fungos micorrizicos arbusculares. As familias de herbaceas mais representativas foram:
Malvaceae. Fabaceae, Poaceae e Rubiaceae. As espécies Commelina erecta, Momordica
charantia e Panicum trichoide foram mais frequentes e Paspalum maritimum a mais abundante.
As florestais nativas como Angico (Anadenanthera colubrina), Gongalo Alves (Astronium
fraxinifolium), Ipé rosa (Tabebuia impetiginosa) e Sobrasil (Colubrina glandulosa) propiciam a
formacdo de estrato com diversas herbéceas, enquanto nas areas sob a influéncia de Acacia
mangium Willd. (Acéacia), Casuarina equisetifolia L. (Casuarina) e Eucalyptus urophylla clone
(Eucalipto, GG 702) forma-se um estrato com baixa diversidade de herbaceas. A intensidade de
colonizagdo micorriza das herbaceas varia entre as coberturas com espécies florestais. Estes
resultados levam a inferir que espécies florestais influenciam a diversidade de herbaceas e sua
associacdo com fungos do solo. Sugere-se a realizacdo de novos estudos sobre aleloquimicos de
esséncias florestais e seus efeitos em solo rizosféerico das florestas plantadas no semiérido.

Palavras chave: Estrato herbaceo.Espécies florestais.Coloniza¢do micorriza

Abstract: reforestation influences the emergence of plant extracts under the treetops, affecting
soil and landscape characteristics. Considering herbaceous plants sensitive to changes in the
environment and able to benefit from symbiotic associations with arbuscular mycorrhizal
fungi,this work evaluated the floristic diversity of the herbaceous extract formed under the crowns
of three exotic forest species and four forest trees native to Brazil, being cultivated in the semi-
arid region of Ceard. Flowering herbaceous plants were collected, separated into groups,
quantified identified and incorporated into the collection of the Herbarium Prisco Bezerra (EAC).
The roots of the prevalent plants were evaluated by root colonization by arbuscular mycorrhizal
fungi. The most representative herbaceous families were Malvaceae. Fabaceae, Poaceae and
Rubiaceae.The species Commelina erecta, Momordica charantia and Panicum trichoides were
more frequent and Paspalum maritimum the most abundant. The native forests such as Angico
(Anadenanthera colubrina), Gongalo Alves (Astronium fraxinifolium), Ipé rosa (Tabebuia
impetiginosa) and Sobrasil (Colubrina glandulosa) provide the formation of extract with several
herbaceous,while in the areas under the influence of Acacia mangium Willd. (Acéacia), Casuarina
equisetifolia L. (Casuarina) and Eucalyptus urophylla clone (Eucalipto, GG 702) an extract with
low herbaceous diversity is formed.The intensity of mycorrhizal colonization of herbaceous plants
varies between coverings with forest species.These results lead us to infer that forest species
influence herbaceous diversity and its association with soil fungi. It is suggested to carry out new
studies on allelochemicals of forest essences and their effects on rhizospheric soil of the forest
planted in the semi-arid.

Keywords: Herbaceous stratum. Forest species. Mycorrhiza Colonization
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5.2.1.Introducéo

O reflorestamento esta ganhando espaco dentro dos setores publicos e privados,
principalmente pela producdo de madeira e/ou outros produtos com diversas finalidades para
o setor industrial (ABRAO et al.,2015). O Brasil vem se destacando perante outros paises, por
possuir cerca de oito milhdes de hectares com florestas plantadas (IBA, 2017), que estfo
relacionadas ao desenvolvimento socioecondmico e sustentdvel do meio ambiente
(MOREIRA, SIMIONI e OLIVEIRA, 2017). A ascensdo das florestas plantadas no Brasil é
devido a sua ampla extensdo territorial, as condi¢cbes ambientais favoraveis a adaptabilidade e
ao estabelecimento das espécies florestais (REIS et al., 2015).

A floresta plantada é comumente formada por espécies exéticas como o Eucalipto
(Eucalyptus spp.), o Pinho (Pinus spp.), a Teca (Tectona grandis) e a Acacia (Acéacia spp.)
que, por sua vez, influenciam as propriedades do solo e o crescimento de plantas do estrato
herbaceo e outros tipos de vegetacdes (DOGRA et al., 2010). De outro modo, tém-se
igualmente recomendado o plantio de espécies arbdreas nativas (LIMA et al., 2015), visando
minimizar impactos ao meio ambiente e manter a sustentabilidade ambiental com o plantio de
esséncias florestais (KREFTA et al., 2017).

As herbaceas possuem a capacidade de habitar diversos ambientes, dentre esses,
0s antropizados, ou seja, aqueles modificados pelo homem (CHEUNG, MARQUES e
LIEBSCH, 2009). No entanto, o desenvolvimento, a riqueza e a diversidade sdo facilmente
influenciados por fatores envolvendo a 4gua, a luminosidade, nutriente e a presenca de outros
vegetais ou animais (PALLAVICINI, ALDAY e MARTINEZ-RUIZ, 2015; ZACHIA e
WAECHTER, 2011). As herbaceas apresentam sensibilidade a mudancas repentinas no meio
ambiente é tém sido consideradas como indicadoras de qualidade ambiental, segundo Guislon
et al. (2016).

O estrato herbaceo atua no fluxo de energia, ciclagem e disponibilidade de
nutrientes no solo, podendo interferir no desenvolvimento de outras plantas por meio de
competicdo (GILLIAM, 2007). As influéncias das herbaceas no ambiente podem ser
intensificadas quando estas estabelecem associa¢do com fungos micorrizos (VERESOGLOU,
WULF e RILLIG, 2017). Em herbaceas perenes, por exemplo, seu estabelecimento
basicamente depende de micorrizas, visto que, a micorrizacdo aumenta a sobrevivéncia da
planta em ambiente sob estresse hidrico, salino e nutricional (VERESOGLOU, WULF,
RILLIG, 2017, GARCIA et al., 2016).
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Atualmente hd um incremento de trabalhos relacionados ao levantamento
floristico de espécies herbaceas (GUISLON et al., 2016), bem como sua associacdo com
fungos micorrizos arbusculares (ANDRADE et al., 2017; BETEKHTINA, VESELKIN,
2011), contudo, pouco se sabe sobre as plantas que compdem o estrato herbaceo em floresta
plantada no semiarido. Baseando-se neste fato, o objetivo desse estudo foi avaliar a
diversidade do estrato herbaceo no solo sob a influéncia de espécies madeireiras e avaliar a
colonizacdo micorrizica arbuscular das espécies de herbaceas prevalentes em florestas

plantadas.

5.2.2. Material e Métodos

5.2.2.1. Descricdo da area de estudo com espécies florestais

O estudo foi realizado em uma area rural (coordenadas S: 3° 27’ 06* ¢ W: 40° 08’
48’") pertencente ao Sindicato das Industrias de Moveis do Ceard (Sindmoveis) situada no
municipio de Acarau, Estado do Ceara. Na area contém um campo experimental com espécies
florestais exoticas e nativas, sobre um solo Neossolo Quartzarénio (CAMPELO et al., 2015).
O clima da regido é segundo a classificacdo de Koppen tipo Aw (Tropical, com inverno seco),
com precipitacdo media anual proxima de 950 mm, onde 0s meses entre fevereiro e junho ha
maior intensidade de chuvas e os eventos de seca sdo entre julho e novembro (DNOCS,
2017).

Em uma floresta com éarea de 3,6 hectares, com espécies exética e nativas
plantadas em diferentes parcelas de 270 m2 (9 m por 30 m), apds seis anos de implantacao,
selecionou-se sete especies florestais junto ao controle, sem cobertura florestal.

Dentre as oito diferentes parcelas, quatro eram ocupadas por espécies nativas do
Brasil: 1. Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan (Angico), 2. Astronium fraxinifolium
Schott. ex Spreng. (Gongalo Alves), 3. Tabebuia impetiginosa (Martius ex DC.) Standl. (Ipé
Rosa), 4. Colubrina glandulosa Perkins (Sobrasil); outras trés parcelas possuiam espécies
exoticas, como: 5. Acacia mangium Willd. (Acacia), 6. Casuarina equisetifolia L.
(Casuarina), 7. Eucalyptus urophylla clone (GG 702 Eucalipto) e uma ndo cultivada
(controle). A escolha de espécies teve como base o desempenho prévio em termos de

crescimento aéreo e formacdo de troncos.
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5.2.2.2. Coleta e identificacdo de plantas herbéaceas sob as espécies florestais

O estrato herbéaceo foi avaliado em maio de 2017, durante a quadra chuvosa e no
periodo de floracdo das herbaceas. Estas plantas completam o ciclo em meses, secando e
perdendo as folhas ou desaparecendo no comeco do periodo seco do ano, que ocorre entre
julho e dezembro (Figura 3).

Figura 3 - Dados mensais de temperatura e precipitacdo em Acarau-CE.

40 - - 300
250

200 =
E

m

150
100
50

Precipitacao

0

Temperatura do ar (°C)

Fonte: Elaborada pela prépria autora. E.H — Coleta do estrato herbaceo

Para a avaliacdo desse estrato consideraram-se trés subareas de um metro
quadrado dentro de cada parcela com cobertura florestal (Figura 4). As herbaceas foram
cuidadosamente coletadas, separadas em grupos e quantificadas. Representantes dos grupos
estabelecidos em campo foram separados, e partes contendo estruturas reprodutivas foram
etiquetadas e colocadas em prensas e conduzidas ao Laboratorio de Sistematica e Ecologia
Vegetal (LASEV) da Universidade Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza. Apds secagem e
triagem foram confeccionadas exsicatas e incluidas no Herbario Prisco Bezerra - EAC
(acrénimo conforme THIERS, 2016) da UFC. Para a identificacdo das espécies herbaceas
foram utilizadas chaves taxonémicas, bibliografia disponivel no Herbario EAC, comparagdes
com imagens disponiveis no sitio Lista de espécies da flora do Brasil, do JBRJ- Instituto de
Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

Com as populacbes de plantas herbaceas nas diferentes coberturas florestais
calculou-se a frequéncia, a abundancia (FREITAS, MAGALHAES, 2012) e os indices de

diversidade e equitatividade do estrato herbaceo, conforme Mcewan e Muller (2011).
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Figura 4 - Fotos da coleta do estrato herbéceo.
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5.2.2.3. Coleta de raizes e avaliagdo da colonizacao radicular por fungos AM e ECM

As herbaceas mais frequentes em cada parcela foram usadas para coletar raizes e
avaliar a colonizag&o por fungos micorrizicos arbusculares. Amostras das raizes frescas foram
lavadas em &gua corrente, separadas as fracdes mais finas (didmetro < 2 mm) sobre uma
peneira, cortadas em pequenos segmentos (1 a 2 cm) e colocadas em recipientes de plastico
contendo uma solucdo alcodlica (60% alcool comercial e 5% acido acético), visando sua
conservacdo ate a avaliacdo da colonizacdo micorrizica.

Inicialmente, as amostras de raizes passaram por clareamento, conforme Phillips e
Hayman (1970), e coloracdo com azul de anilina em lactoglicerol (875 mL de &cido latico, 63
mL de glicerina, 0,5 g de corante e 62 mL de &gua destilada). Para mensurar a taxa de
colonizacéo utilizou-se o método de intersecdo em placa quadriculada, conforme Geovannetti
e Mosse (1980). Foram usados cerca de 80 segmentos de raizes com cerca de 1 cm cada por
amostra, sendo os fragmentos espalhados em uma placa quadriculada antes da sua avaliacéo
sob estereomicroscopio (100X a 200X). Nas raizes colonizadas anotou-se a presenca de hifas
(internas) ou arbusculos, vesiculas e células auxiliares caracteristicos dos fungos micorrizicos

arbusculares.

5.2.3.Resultados e discussao

Ao avaliar a diversidade de herbaceas sob as espécies florestais, foram registradas

1526 plantas no levantamento floristico, pertencentes a 19 espécies, 17 géneros e 12 familias.
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As familias mais representativas, em relacdo ao nimero de géneros, foram Malvaceae,
seguidas de Fabaceae, Poaceae e Rubiaceae. Estas familias sdo também muito diversas em
diferentes cultivos no Brasil (SOARES FILHO et al., 2016).

A espécie com maior frequéncia (87,5%) entre as diferentes coberturas florestais
foi a Commelina erecta (L.), pertecente a familia Commelinaceae, sendo também a mais
abundante na parcela cultivada com Casuarina equisetifolia L. (Casuarina). As espécies de
herbaceas que apresentaram a segunda maior frequéncia foram Emilia sonchifolia (L.) DC. ex
Wight (Asteraceae), Momordica charantia L. (Cucurbitaceae) e Panicum trichoides Sw.
(Poaceae), com frequéncia de 75% cada, sendo estas encontradas em maior abundéncia nas
parcelas cultivadas com Astronium fraxinifolium (Gongalo Alves), Eucalyptus urophylla
(Eucalipto) e Angico, respectivamente. Paspalum maritimum Trind. (Poaceae), foi a espécie
com maior abundancia, embora tenha aparecido somente nas parcelas sem cobertura florestal
(controle) e nas parcelas com Anadenanthera colubrina (Angico), Colubrina glandulosa
(Sobrasil) (Tabela 2).

Commelina erecta tem ampla distribuicdo nos biomas brasileiros (TOLKE et al.,
2011), inclusive na Caatinga (OLIVEIRA et al., 2013) e em éareas com dominancia de
Tabebuia aurea (BUENO et al., 2014). No presente estudo, essa herbacea, também foi mais
abundante nas parcelas cultivadas com Casuarina, Ipé Rosa (Tabebuia impetiginosa) e
Eucalipto. Emilia sonchifolia e M. charantia sdo espécies que podem ser comumente
encontradas em ambientes antropizados (POLISEL et al., 2011) ou em fragmentos da Mata
Atlantica (PEREIRA et al., 2013), porém, M. charantia encontra-se especialmente em areas
abertas (GOMES-COSTA; ALVES, 2012). Ambas as herbaceas foram abundantes nas
subareas com espécies florestais avaliadas.

Paspalum trichoides, também tem sido usado no controle de erosédo (GALLUZZI;
EYZAGUIRRE; NEGRI, 2010), dado o seu bom desempenho no solo e sob as copas de
espécies arbdreas (FEITOZA, 2013). Paspalum maritimum, junto com E. sonchifolia e C.
erecta, sdo comuns em areas de dunas antropizadas do litoral nordestino (AMORIM;
AMORIM; ALMEIDA JR., 2016). Panicum maritimum, por sua vez e encontrado em
ambientes arenosos como as restingas (OLIVEIRA; SOBRINHO; FRIEDERICHS, 2015;
MACIEL, OLIVEIRA e ALVES, 2009), explicando a sua abundancia na parcela sem
cobertura florestal.

Segundo Silva et al. (2013), a diversidade de herbaceas na Caatinga sdo divididas
em poucas familias, onde Fabaceae € o grupo mais importante, seguida por outras, citadas

neste trabalho, como: Malvaceae, Poaceae, Rubiaceae, Asteraceae e Convolvulaceae.
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Resultados similares foram relatados em outros ambientes da faixa litoranea do Brasil por
Amaral e Lemos (2015) e Castro, Moro e Menezes (2012).

Tabela 2 - Abundancia e frequéncia relativa (FR) de espécies do estrato herbaceo (m?)

sob sete espécies florestais e uma area controle em Acarad, estado do Ceara.

__ - . . _Abundancia _ . FR (%)
Familia/ Espécie Acdcia  Angico Casuarina  Eucalipto  Gongalo Alves  Ipérosa  Sobrasil  controle

Asteracae
Emilia sonchifolia (L.) DC. ex 0,79 1,12 0,00 1,92 4,60 4,44 0,77 0,00 75,00
Wight
Commelinaceae
Commelina erecta (L.) 27,17 3,35 92,52 51,92 1,15 55,56 12,31 0,00 87,50
Convolvulaceae
Ipomoea asarifolia (Desr.) Roem. 0,39 0,00 0,00 0,00 2,30 0,00 0,00 0,34 37,50
&Schult
Cucurbitaceae
Momordica charantia L. 1,97 0,74 7,48 46,15 0,00 11,11 3,85 0,00 75,00
Cyperaceae
Cyperus aggregatus (Weld.) End. 0,00 0,74 0,00 0,00 0,00 13,33 0,00 0,00 25,00
Fabaceae
Senna occidentalis (L.) Link 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 12,50
Senna obtusifolia (L.) H. S. Irwin 0,00 2,23 0,00 0,00 0,00 13,33 0,00 0,00 25,00
&Barneby
Lamiaceae
Marsypianthes chamaedrys (Vahl) 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 12,50
Kuntze
Malvaceae
Melochia pyramidata L. 0,00 1,12 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 25,00
Sida sp. 0,00 0,37 0,00 0,00 3,45 0,00 0,00 0,00 25,00
Sida procumbensSw. 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 12,50
Waltheria indica L. 0,00 0,00 0,00 0,00 2,30 0,00 0,00 0,00 12,50
Wissadula amplissima (L.) 0,00 0,37 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 25,00
Phyllanthaceae
Phyllanthus orbiculatus Rich. 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 0,00 0,00 12,50
Poaceae
Paspalum maritimumTrind. 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 80,00 99,32 37,50
Panicum trichoidesSw. 69,69 87,73 0,00 0,00 77,01 2,22 1,54 0,34 75,00
Rubiaceae
Borreria brownii (Rushy) Standl 0,00 0,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 25,00
Mitracarpus frigidus var. discolor 0,00 0,74 0,00 0,00 2,30 0,00 0,00 0,00 25,00
(Mig) K. Schum.
Turneraceae
Turnera subulata Sm. 0,00 0,00 0,00 0,00 1,15 0,00 1,54 0,00 25,00

Médias de trés subparcelas de 1 m* coletadas durante o periodo chuvosos (maio de 2017).

Fonte: Elaborada pela prépria autora

As areas gque apresentaram maior riqueza em termos de estrato herbaceo foram o

Angico (26%) e Gongalo Alves (24%), e que pode ser devido a cobertura do dossel destas

arvores, permitindo a entrada de feixes de luminosidade e conferindo um ambiente propicio
para 0 crescimento e a diversidade de herbaceas (ANDRADE et al., 2015; INACIO;

JARENKOW, 2008). As coberturas com menor riqueza de herbaceas foram a Casuarina com

4%, Eucalipto e controle com 6% (Figura 5).
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Figura 5 - Riqueza de espécies do estrato herbaceo sob sete espécies florestais e uma
area controle, apo6s seis anos da implantagdo da floresta em Acarau, Estado do Ceara.
Amostragem em periodo chuvoso (maio de 2017).

Controle Acécia
Sobrasil 6% ™~ 10%
12%
A p Angico
Ipé rosa | .
12% I‘I L T T T TT 26%
.~ Casuarina
4%
Goncalo Alves Eucalipto
24%
6%

Fonte: Elaborada pela prépria autora

As parcelas cultivadas com Casuarina e a area controle apresentaram maiores
indices de dominancia de Simpson (D), D=0,862 e D=0,986, respectivamente, expressando a
presenca de uma herbacea dominante, e confirmado pelo indice de diversidade de Shannon
(H), o qual é inversamente proporcional ao de Simpson (Figura 6). Esses resultados séo
refletidos no indice de equidade de Pielou (J°), sendo que foram detectados baixos indices de
equidade em ambas as subareas, e que pode ser devida a dominancia ecoldgica de C. erecta
na parcela cultivada com Casuarina e P. maritimum na parcela sem cobertura florestal. As
parcelas cultivadas com Ipé Rosa (H=1,331) e Gongalo Alves (H=1,078) apresentaram
maiores diversidades, quando comparadas as outras coberturas, pelo fato de que o indice de

Shannon atribuir maior peso as espécies raras (MELO-SANTOS et al., 2014).
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Figura 6 - Indices de dominancia de Simpson (D), diversidade de Shannon (H) e
equidade de Pielou (J°) do estrato herbaceo sob sete espécies florestais e uma area

controle em Acaradu, estado do Ceara.
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Calculo de indices: D = Y (Pi?); H=Y (Pi x In); J'=H’/Hmax./Fonte: Elaborada pela propria autora.

As espécies florestais exoticas como Casuarina e Eucalipto exibiram influéncia
sobre a diversidade de herbaceas, possivelmente devido a producdo de compostos alelopaticos
(AHMED, AL-SAYED, 2016; XU et al., 2015, ZHANG et al., 2010, AHMED, HOQUE e
HOSSAIN, 2008), visto que esses compostos podem ser encontrados em raizes e no solo da
rizosfera, variando apenas com a idade da espécie florestal (ZHANG et al., 2010). A
Casuarina possui ainda o efeito herbicida (HOZAYN et al., 2015), ou seja, permiti uma
seletividade no estrato herbaceo. Ja a parcela sem cobertura florestal possivelmente propiciou
o0 surgimento de P. maritimum, uma espécie adaptada ao solo da regido deste estudo.

Avaliacdo da colonizacao radicular por fungos AM foram realizadas em raizes de
herbaceas mais frequentes. Desconsiderou-se neste trabalho tal associacdo em espécies raras,
mas que pode vir a ser considerado com o cultivo das plantas em vasos.

As herbaceas avaliadas entre as parcelas foram Commelina erecta (L.)
(Commelinaceae), Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), Paspalum maritimum Trind. e
Panicum trichoides Sw. (Poaceae), distribuidas em quinze conjuntos de individuos, e destes,
doze apresentaram colonizacao por fungos micorrizicos arbusculares (Tabela 3).

Durante avaliacdo verificou-se que todas as raizes micorrizadas apresentaram
hifas extracelulares, contudo, apenas Paspalum maritimum continha vesiculas. Em um estudo
sobre a biodiversidade das micorrizas arbusculares nos tipos de vegetacdo do semiarido do
Estado do Ceard, ressaltou que a presenca de hifas extracelulares em raizes micorrizadas é
compativel com teores baixos de fosforo (PAGANO, ZANDAVALLI, ARAUJO, 2013).
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Tabela 3 - Colonizacéo por fungos AM e ECM em raizes de espécies do estrato herbéceo

frequentes entres as parcelas.

Estrato Herbéaceo AM (%) IAM*
Acécia P. trichoides 8,14 Muito baixa
C. erecta 0,0 Ausente
Angico P. trichoides 0,93 Muito baixa
C. erecta 0,0 Ausente
Casuarina C. erecta 1,96 Muito baixa
M. charantia 0,0 Ausente
Eucalipto M. charantia 6,02 Mu?to ba?xa
C. erecta 10,64 Muito baixa
Gongalo Alves P. trichoides 3,53 Muito baixa
Ipé rosa C. erecta 10,00 Muito baixa
M. charantia 15,73 Muito baixa
M. charantia 3,96 Muito baixa
Sobrasil P. maritimum 5,88 Muito baixa
C. erecta 4,17 Muito baixa
controle P. maritimum 61,18 Alta

*]1AM - intensidade de ocorréncia de associacdo micorrizica arbuscular.
Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Entre as plantas do estrato herbaceo, Paspalum maritimum, prevalente na parcela
controle, apresentou o maior percentual de colonizacdo de fungo micorrizo arbuscular
(61,18%), quando comparado as outras herbaceas ou com individuos da espécie também
detectada na parcela cultivada com Sobrasil. A intensidade de colonizacdo micorrizica de
Panicum trichoides variou de 0,93% a 8,14% em individuos detectados nas parcelas
cultivadas com Angico, Goncalo Alves e Acéacia. Ndo foi visualizada a colonizacéo
micorrizica na espécie Commelina erecta, identificada nas pacelas cultivadas com Acécia e
Angico. J& em parcelas cultivadas com Casuarina, Sobrasil, Ipé rosa e Eucalipto, o percentual
de colonizagdo da herbacea variou de 1,96% a 10,64%, valores estes considerados baixos. Ja
o percentual de colonizacdo de Momordica charantia variou de 0 a 15,73% nas parcelas com
Casuarina, Eucalipto, Ipé rosa e Sobrasil.

Verificou-se por meio desses resultados, que houve variacdo no percentual da
colonizacdo das raizes entre individuos de mesma espécie, dispersos em diferentes parcelas.
Tem-se por hipotese que as espécies florestais afetaram a colonizacdo micorrizica arbuscular
das herbaceas crescidas espontaneamente sob as copas das arvores. Hipotese essa, apoiada
pelo fato de que a comunidade de fungos micorrizos e sua densidade de morfotipos podem ser
diversificar dependendo do tipo da cobertura vegetal (SOUZA, FREITAS, 2017). Para a

comprovacdo desse efeito, segundo Kiriachek et al. (2009), fungos micorrizos arbusculares
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sdo sensiveis aos compostos produzidos pelas plantas que ficam dispostos na rizosfera.
Entretanto, ressalta-se a necessidade de realizar novos trabalhos que avaliem os metabodlitos

secundérios bioativos das raizes de florestais e suas influencias no solo e em fungos AM.

5.2.4. Conclusdes

As espécies florestais influenciam a riqueza, dominéancia e diversidade do estrato
herbaceo. As herbaceas mais frequente em areas de floresta plantada foram Commelina
erecta, Momordica charantia e Panicum trichoides, e a mais abundante foi Paspalum
maritimum, principalmente na parcela sem cobertura florestal. As florestas nativas como Ipé
rosa e Gongalo Alves e Sobrasil favorecem o surgimento de uma maior riqueza de espécies
herbaceas, diferindo das encontradas em &reas sob a influéncia de Acacia mangium,
Casuarina equisetifolia e Eucalyptus urophylla.

Ao que se refere a colonizagdo micorriza nas raizes das herbaceas dominantes,
verifica-se que a intensidade de ocorréncia de associacdo micorrizica arbuscular difere de 0%
a 61,18% entre os individuos encontrados em cada parcela.

Este trabalho leva a sugerir novos estudos sobre aleloquimicos produzidos por

espécies florestais e seus efeitos no solo rizoférico da floresta plantada.
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5.3. DIVERSIDADE DE FUNGOS MICORRIZOS EM FLORESTA PLANTADA NO
SEMIARIDO DO BRASIL — Revista Environmental Microbiology

Resumo: O objetivo desse trabalho foi avaliar as associacfes micorrizicas em trés espécies
florestais exoticas e quatro nativas do Brasil, com énfase na diversidade de fungos micorrizos
arbusculares (MA) em uma floresta plantada no semiarido do Estado do Ceard. Amostras de
solo superficial e raizes das esséncias florestais foram coletadas ao longo de um ano. No solo
determinaram-se as densidades de esporos de comunidades dos fungos MA e estimaram-se 0s
indices de dominéncia de Simpson, diversidade de Shannon e equitatividade de Pielou, de
espécie indicadora (IndVal) e teor de glomalina. As raizes finas das esséncias (< 2 mm de
espessura) foram avaliadas pela colonizagdo por fungos MA e ectomicorrizicos (ECM). O
estudo mostrou que as espécies florestais influenciaram na diversidade de morfotipos de
fungos MA, visto que, 0s géneros mais representativos no solo sob as diferentes espécies
florestais estudadas foram Acaulospora, Claroideoglomus e Glomus. Foram consideradas
espécies indicadoras de ambientes com espécies florestais, os morfotipos de esporos de
Gigaspora margarita, Acaulospora spp., Glomus brohultii e Scutellospora calospora. Todas
as espécies florestais estabeleceram em suas raizes associa¢des simbioticas com fungos
micorrizos arbusculares, e somente as quatro espécies, Acacia (Acacia mangium), Casuarina
(Casuarina equisetifolia), Eucalipto (Eucalyptusurophylla clone GG 702) e Angico
(Anadenanthera colubrina), formaram ectomicorrizas. Os teores das fragcbes da glomalina
foram semelhantes entre as espécies estudadas. A composicdo de fungos micorrizos
arbusculares é influénciada pela espécie arbdrea, o que denota a importancia de estudos sobre
indicadores biologicos na preservacdo dos recursos florestais em regides semiaridas.

Palavras chave: Ectomicorrizas. Glomalina. Micorriza arbuscular. Manejo de solo florestal

Abstract: The objective of this work was to evaluate the mycorrhizal associations in three
exotic forest species and four native Brazilians, with emphasis on the diversity of arbuscular
mycorrhizal fungi (AM) in a forest planted in the semi - arid state of. Surface soil samples and
roots of the forest essences were collected over a year. In the soil were determined the spore
densities of communities of the fungi MA and estimated the rates of dominance of Simpson,
diversity of Shannon and equality of Pielou, indicative species (IndVal) and glomalin content.
The fine roots of the essences (< 2 mm thick) were evaluated by colonization by fungi MA
and ectomycorrhizal (ECM). The study showed that forest species influenced the diversity of
morphotypes of MA fungi, since the most representative genera in the soil under the different
forest species studied were Acaulospora, Claroideoglomus and Glomus. The spore
morphotypes of Gigaspora margarita, Acaulospora spp., Glomus brohultii and Scutellospora
calospora were considered indicative species of environments with forest species. The
glomalin fractions contents were similar among the studied species. All the forest species
established in their roots symbiotic associations with arbuscular mycorrhizal fungi, and only
the four species, Acacia (Acacia mangium), Casuarina (Casuarina equisetifolia), Eucalyptus
urophylla clone GG 702 and Angico (Anadenanthera colubrina), formed ectomycorrhizae.
The composition of arbuscular mycorrhizal fungi is influenced by tree species, which
indicates the importance of studies on biological indicators in the preservation of forest
resources in semiarid regions.

Keywords: Ectomycorrhizae. Glomalin. Arbuscular mycorrhizal. Management of forest soil
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5.3.1.Introducéo

O florestamento estd se tornando uma atividade de grande importancia para o
desenvolvimento socioecondmico e ambiental do Brasil (MOREIRA, SIMIONI, OLIVEIRA,
2017). Deste modo, empreendedores tém investindo em florestas plantadas, procurando
atender as crescentes demandas de produtos madeireiros e nio madeireiros (ABRAO et
al.,2015). No Brasil, estima-se que ha cerca de oito milhdes de hectares plantados com
espécies florestais (IBA, 2017), além das grandes extensdes de terras ocupadas por florestas
nativas, principalmente na Amazonia. A expansdo do setor florestal no pais é devida a sua
ampla extensdo territorial, & abundancia de terras ndo cultivadas, as condi¢des ambientais
propicias para a silvicultura ativa e a adaptabilidade das espécies florestais (REIS et al.,
2015).

As florestas plantadas no Brasil sdo formadas principalmente por espécies
exoticas, como o Eucalipto (Eucalyptus spp. e Corymbia spp.), o Pinho (Pinus spp.), a Teca
(Tectona grandis) e a Acacia (Acéacia spp.), alem de espécies nativas como Araucaria
(Araucaria angustifolia), Seringueira (Hevea spp.), e Paricd (Shizolobium amazonicum)
(ARAUJO et al. 2017). Sabe-se que espécies florestais causam modificaces nas propriedades
do solo, afetando atributos biologicos envolvendo a composi¢do das comunidades de fungos
micorrizos (SOUZA, FREITAS, 2017).

A interferéncia de espécies arboreas exoticas na fertilidade do solo (SANTANA,
ENCINAS, 2008) de certo modo, tem estimulado o uso de espécies nativas (LIMA et al.,
2015), o que se justifica no Brasil, dada a sua grande diversidade de espécies vegetais
(BEECH et al., 2017). Esse recurso pode ser melhor explorado para a formacao de novas
florestas, tencionando diminuir os impactos ao meio ambiente e promovendo a
sustentabilidade ambiental (KREFTA et al., 2017).

Em sistemas florestais, a interacdo da planta com a microbiota do solo é essencial
para adaptacdo e sobrevivéncia de uma espécie arbdrea, contribuindo para a sustentabilidade
ambiental (SOUZA et al. 2010). Alguns fungos do solo colonizam as raizes das plantas
formando uma associacdo simbiotica, onde as plantas fornecem carboidratos vitais aos
fungos, e estes propiciam a absorcdo e transferéncia de agua e nutrientes do solo para as
plantas (ANDREAZZA et al. 2008).

As plantas estabelecem naturalmente associacfes com diferentes tipos de fungos
micorrizicos (VARMA, HOCK, 1995), sendo que o tipo ectomicorrizo (ECM) é comumente
relacionado a esséncias florestais (BUSCOT et al., 2015; VARGAS et al., 2010,) e do tipo
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arbuscular (MA) é comum em culturas agrondémicas (MOREIRA, SIQUEIRA, 2006). Mas,
vale destacar que os fungos MA associam-se com 85% das plantas terrestres podendo ser
encontrados em biomas com solos de rapida decomposicdo e mineralizagdo de nutrientes
(VARGAS et al., 2010), tal como ocorre em ecossistemas tropicais (MENDES FARIA et al.,
2013; SMITH et al., 2011) e regides aridas e semiaridas (MARTINEZ-GARCIA et al.2011),
destaca-se ainda a capacidade dos fungos MA em produzir a proteina glomalina que é capaz
de auxiliar na agregacéo e estoque de carbono no solo (SOUSA et al., 2012), favorecendo na
retencdo de umidade e atuando como agentes condicionantes (SINGH; RAI; SINGH, 2016).

Ambos os tipos de fungos micorrizicos (MA e ECM) podem ser encontrados em
florestas de Eucalipto (CAMPOS et al., 2011), Acécia (AGGANGAN, MOON, 2010),
Casuarina (DIAGNE et al., 2013) e outras espécies (COMAS et al., 2014; WANG, QIU,
2006). Os fungos MA sdo atuantes na absor¢do de nutrientes mesmo na presenca dos ECM,
durante a fase inicial do desenvolvimento da espécie arborea, resultando no aumento da sua
taxa de sobrevivéncia (ANDREAZZA et al. 2008). Este fato reforca o manejo de fungos MA
em florestas plantadas (CALDEIRA et al., 2017; SOARES et al., 2017; STOFFEL et al.,
2016). Por sua vez, os fungos ECM proporcionam uma alteracdo do sistema radicular,
aumentando a ramificacdo das raizes de absor¢do de agua e nutrientes (ANDREAZZA et al.
2008).

Os fungos micorrizos podem ser considerados bioindicadores de impactos
ambientais (VERBRUGGENEet al., 2012; EGLI, 2011; SCHREINER et al., 2007), visto que a
sua diversidade é influenciada por caracteristicas de fertilidade (SANTOS, SOCORIZA,
FERREIRA, 2013) e manejo do solo (VALYI et al., 2016), praticas agricolas (ANGELINI et
al., 2012), coberturas vegetais e distribuicdo e tamanho das plantas hospedeiras (DAWKINS,
ESIOBU, 2017).

Considerando a expansdo de areas com espécies florestais e a necessidade da
preservacdo dos recursos naturais, realizou-se um estudo sobre ocorréncia de associacdes
micorrizicas, com énfase em fungos MA e o teor de glomalina em solos sob sete cultivos com

florestais madeireiras estabelecidas em condicGes do semiarido cearense.
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5.3.2. Material e métodos

5.3.2.1. Descrigdo da area de estudo com espécies florestais.

O estudo foi realizado em campo experimental (coordenadas S: 3° 27 06* ¢ W:
40° 08” 48°”) com espécies florestais instaladas numa area rural do Sindicato das Industrias de
Moveis do Cearé (Sindmdveis), localizada no Baixo Acaral, Estado do Ceard, ver em figura
7. O solo dessa area foi classificado como Neossolo Quartzarénio (CAMPELO et al., 2015).
O clima da regido € do tipo Aw (Tropical, com inverno seco), segundo a classificacdo de
Kdppen, tendo-se uma precipitagdo média anual préxima de 900 mm, com maior intensidade

das chuvas entre fevereiro e junho e eventos de seca entre julho e novembro (DNOCS, 2013).

Figura 7 - Localizacdo do campo experimental com espécies florestais no municipio de

Acarau, estado do Ceara.
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Fonte: Google, elaborada pela prépria autora.
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Durante o periodo de abrangécia do estudo (agosto/2016 a maio/2017) foram
anotados dados de temperatura do ar, da distribuicdo pluviométrica (Figura 8) e das umidades
do ar, gerados na estacdo meteoroldgica automatica do Perimetro Irrigado do Baixo Acaral
(INMET, 2017), e a umidade do solo coletado no campo experimental de Acarad (Figura 9).
Com base nas varia¢des de pluviosidade, temperatura e umidade do ar definiram-se as épocas
de amostragem do solo e das plantas na area experimental.

Figura 8 - Dados mensais de temperatura e precipitacdo em Acarau-CE.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Figura 9 - Dados de umidade relativa do ar e umidade do solo na area experimental em
Aracau - CE.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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5.3.2.2. Amostragem do solo

Em uma floresta plantadas com &rea de 3,6 hectares, selecionaram-se oito
diferentes parcelas de 270 m2 (9 m por 30 m) com espécies florestais exdticas, nativas e uma
area controle, sem cobertura florestal. As parcelas tinham arvores plantadas em outubro de
2010 a maio de 2011 com espagcamento de 3 m entre filas por 2 m entre plantas na fila, o que
totalizando 30 plantas por parcela.

Dentre as diferentes parcelas, quatro eram ocupadas por espécies nativas do
Brasil: 1) Anadenanthera colubrina (Vellozo) Brenan (Angico), 2) Astronium fraxinifolium
Schott. ex Spreng. (Goncgalo Alves), 3) Tabebuia impetiginosa (Martius ex DC.) Standl. (Ipé
Rosa), 4) Colubrina glandulosa Perkins (Sobrasil); outras trés parcelas possuiam espécies
exoticas, como 5) Acacia mangium Willd. (Acéacia), 6) Casuarina equisetifolia L.
(Casuarina), 7) Eucalyptus urophylla clone GG 702 (Eucalipto); ao lado da area sem
cobertura florestal.

A escolha de espécies teve como base no desempenho prévio das arvores em
termos de crescimento aéreo e formacgéo de troncos para uso no setor moveleiro. Os aspectos
visuais das arvores em agosto de 2016 sdo apresentados na Figura 10.

As amostragens do solo foram realizadas em quatro diferentes periodos do ano: 8
e 9 de agosto/2016 (época 1) e novembro/2016 (época 2), fevereiro/2017 (época 3) e
maio/2017 (época 4). As amostras do solo sempre foram compostas de 15 ou mais amostras
simples tiradas da camada de 0 a 10 cm de profundidade a cerca de um metro distante das
arvores ao longo da fileira central dentro das areas selecionadas. Nas mesmas épocas também
foram coletadas raizes finas (< 2 mm de didmetro) das espécies estudadas, considerando a

mesma profundidade das amostras de solo.
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Figura 10 - Imagem de espécies florestais e coberturas verdes nas parcelas selecionadas.
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5.3.2.3. Processamento das amostras de solo e raiz

As amostras de solo foram peneiradas logo apds sua coleta no campo (peneira
com malhas com 2 mm de abertura), guardadas em sacos plasticos etiquetados e conduzidas
ao laboratdrio de microbiologia do solo (Embrapa Agroinddstrial tropical), onde foram
mantidas sob refrigeracdo a temperatura de 4 °C até sua anélise.

Por sua vez, as raizes finas das arvores em cada parcela foram umedecidas,
visando manter a sua integridade, embaladas e conduzida ao laboratério de Solos Embrapa
Agroindastria Tropical. Em seguida, as raizes foram cuidadosamente lavadas em agua
corrente, separadas sobre uma peneira, cortadas em pequenos segmentos (1 a 2 cm) e
guardadas em recipientes de plastico contendo uma solucéo alcodlica (60% alcool comercial e
5% éacido acético) (Figura 11), para posterior analise da atividade micorrizica.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
01 — lavagem das raizes; 02 — frasco identificado; 03 — corte de raizes; 04 — Solucdo para conservacdo
de raizes; 05 — prenchimento do frasco com raizes e a solugdo; 06 — frasco pronto para o
armazenamento.
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5.3.2.4. Atividade de fungos micorrizicos

5.3.2.4.1. Extracgao de esporos de fungos ma do solo

Os esporos de fungos micorrizicos foram extraidos do solo por decantagdo e
peneiramento Umido, conforme Gerdemann e Nicolson (1963), seguida da centrifugacdo a
2000 rotagdes por minuto (RPM) com flutuacdo de esporos em gradiente de sacarose a 50%
(BRUNDRETT et al., 1996). A contagem de morfotipos de esporos de fungos MA foi
realizada sob estereomicroscopio (50X até 200X), wusando-se placas de Petri, em
poliacrilamida, riscadas nos intervalos de 0,3 cm. As populagdes dos morfotipos de esporos
similares na cor, tamanho, formato e caracterisitcas da superficie foram anotados, seguindo-se
os procedimentos descritos por Morton (1988) e as caracteristicas dos fungos MA disponiveis
no INVAM (The International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-Arbuscular
Mycorrhizal Fungi). Representantes dos morfotipos de fungos MA foram montados em
laminas, usando como fixador as solucbes de PVLG (alcool polivinilico-lactoglicerol) e

PVLG + reagente de Melzer’s visando a identificacdo das espécies fungicas.

5.3.2.4.2. Avaliacao da colonizacéo radicular por fungos MA e ECM

A atividade micorrizica foi avaliada em raizes finas (< 2 mm de espessura) das
espécies florestais. Inicialmente, as amostras de raizes passaram por clareamento, conforme
foi proposto por Phillips e Hayman (1970), e colocacdo com azul de anilina em lactoglicerol
(875 mL de acido latico, 63 mL de glicerina, 0,5 g de corante e 62 mL de agua destilada).
Para mensurar a atividade ou taxa de colonizacao utilizou-se 0 método de intersecdo em placa
quadriculada, conforme Geovannetti e Mosse (1980). Foram usados cerca de 80 segmentos de
raizes com cerca de 1 cm por amostra, sendo os fragmentos espalhados em uma placa
quadriculada (Figura 12) antes da sua avaliacdo sob estereomicroscopio (50X a 200X). Em
raizes colonizadas por fungos anotou-se a presenca de hifas (internas) ou arbusculos,
vesiculas e células auxiliares tipicas dos fungos MA.

Para avaliar a colonizacdo por fungos ectomicorrizicos seguiu-se Brundrettet al.
(1996), sendo consideradas colonizados 0s segmentos que apresentavam manto fungico,
conforme Carrelhoet al. (2011). Para se estimar o grau de intensidade de colonizacédo
ectomicorrizica adotaram-se as faixas: a) muita alta (> 80%), b) alta (60-79%), ¢) média (40-
59%), d) baixa (20-39%), e) muito baixa (19-1%), conforme Zangaroet al. (2002).
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Figura 12 — Imagens de placas quadriculadas contendo segmentos de raizes usadas para

a avaliacdo da atividade micorrizica.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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5.3.2.4.3. Determinagéo da glomalina do solo

A glomalina foi quantificada em duas fracGes: proteina relacionada a glomalina
facilmente extraivel (PSRG-FE) e glomalina total (GT), seguindo-se as condicOes de extracdo
porpostas por Wright e Updahyaya (1998) e Rillig (2004). A PSRG-FE foi obtida pela
extragdo em autoclave, utilizando-se 1 g de solo e 8 mL de solucdo citrato de sodio 20
mmoL.L™? (pH 7,0), a 121 °C, por 30 min. Por sua vez, a GT foi obtida utilizando-se 1 g de
solo e 8 mL de citrato de sddio 50 mmoL.L™ (pH 8,0), a 121 °C, por 60 min. Para extracdo
dessa fracdo, foram necessarios quatro a sete ciclos de autoclavagem, dependendo da amostra,
até que atingisse a cor amarela-clara. Em ambas as fracdes, apds a autoclavagem, foi realizada
centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min, sendo o sobrenadante removido para posterior
quantificacdo da proteina.

A quantificacdo da glomalina foi efetuada pelo meétodo Bradford (1976),
modificada por Wright et al. (1996), usando o corante Comasié Brilliant Blue (reagente de
Bradford) e como padrdo albumina de soro bovino (BSA). Na quantificagdo da glomalina
foram adicionados, em cada poc¢o de uma placa de 96 pocos, 180 pL de solucdo de fosfato de
sodio salino (PBS), 20 uL do sobrenadante (correspondente a cada amostra), e 50 pL de
corante (reagente de Bradford), e apds 5 min procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro em
595 nm. As concentracdes de ambas as fracdes de glomalina foram corrigidas para mg.g™ de

solo.

5.3.2.5. Indices e analises ecoldgicas

5.3.2.5.1. Descritores quantitativos de riqueza e diversidade de espécies

As populac6es de morfotipos e espécies de fungos MA foram comparadas entre as
diferentes parcelas com cobertura florestal. Os indices ecoldgicos foram estimados pelo
namero de morfotipos ou espécies (S) e total de esporos de fungos MA por 50 gramas de solo
seco (N), seguindo-se os procedimentos adotados por Mcewan e Muller (2011). Determinou-
se a riqueza de espécies, a porcentagem de individuos e a sua frequéncia por cobertura
florestal, por meio da abundéncia e frequéncia relativa. A dominancia e diversidade de fungos
MA foi realizada usando os indices de Simpson (D) e Shannon (H), conforme as equacfes 1 e

2. Calculou-se também o Shannon maximo (H maximo=L0g (S)), Shannon minimo (H=N/(N-



68

S)) e o indice de equitabilidade de Piclou (J = H’/Hnax), €Ste, para avaliar a uniformidade da

distribuicdo dos individuos presentes na amostra segundo Laroca (1995).

. n?total da espécie na area_,
DS:Z((PL = ~ )) €Y

. . n2total da espécie na area
= Z (Pl = N )X In (2)

5.3.2.5.2. Analise de morfotipo de esporo e espécie indicadora de fungos MA no solo

O indice de valor (IndVval) de morfotipo de esporos ou espécie indicadora de
fungos MA do solo foi determinado conforme Dufrene e Leandre (1997), com intuito de
determinar a influéncia dos tratamentos (espécies florestais) sobre o atributo avaliado no solo.
Os valores de IndVal dos diferentes ambientes ou coberturas florestais foram obtidos a partir
da combinacédo dos valores de abundancia relativa e frequéncia da ocorréncia do género e das
espécies, e posterioremente comparados no teste de Monte Carlos, a 5% de probabilidade.
Todos os célculos foram realizados no programa estatistico R Development Core Team 2014,

segundo Ferreira e colaboradores (2015).
5.3.3. Resultados e discussao
5.3.3.1. Diversidade de esporos de fungos MA do solo cultivado com esséncias florestais

Em solo sob as espécies florestais foram detectados 26 morfotipos de esporos de
fungos MA, os quais variaram na tonalidade de cor, no formato circular a irregular, tamanho
entre 90 e 345 um de diametro, superficie lisa a ornamentada, e alguns poucos esporos
estavam acompanhados de células auxiliares, sacos esporiferos ou hifas conectadas (Figura
13, Tabela 4).

Os morfotipos de esporos de fungos MA identificados pertencem a dez géneros:
Acaulopora (9), Ambispora (1), Claroideoglomus (1), Diversispora (1), Gigaspora (1),
Glomus (9), Funneliformis (1), Rhizoglomus (1), Septoglomus (1) e Scutellospora (1),
distribuidos em sete familias fungicas. Glomeraceae e Acaulosporaceae representaram o
maior numero de morfotipos de esporos flngicos, enquanto Gigasporaceae e

Scutellosporaceae foram menos representativas em termos de espécies fungicas, concordando
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com observacdes feitas por Wang e Jiang (2015). Os géneros Acaulospora, Claroideoglomus,
Funneliformis, Gigaspora, Rhizoglomus e Scutellospora, identificados nesse trabalho,
também foram detectados em solos de ambientes do semiérido brasileiro (SILVA et al., 2014;
PAGANO et al., 2013; MERGULHAO et al., 2007).

Figura 13— Morfotipos de fungos MA em solo, sob as espécies florestais mais o controle
ndo cultivado, apos seis anos da implantacao da floresta em Acarau, Estado do Ceara.

Esporos conservados em Melzer: 1 -Acaulospora. aff. bireticulata; 2 -A. undulata; 3 - A. scrobiculata; 4 - A.
laevis; 5 - Ambispora brasiliensis; 6 —Claroideoglomus etunicatum; 7-Diversispora spurca; 8 -Gigaspora
margarita; 9 —~Glomus brohultii; 10 - G. aff. fasciculatum; 11 - G. cf. microagregatum; 12 - G. sinuosum; 13 —
Funneliformis geosporum; 14 —Rhizoglomus intraradices; 15 —Septoglomus furcatum; 16 —Scutellospora

calospora.

Alguns morfotipos de esporos fangicos foram relacionados a mais de uma

espécie, principalmente no género Acaulospora (Tabela 4). Os fenogrupos formados com
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mais de uma espécie foram: Acaulospora spp.t (Acaulospora aff. bireticulada F.M. Rothwell
& Trappe, A. reducta B.T. Goto & C.M.R. Pereira, A. undulata Sieverd), Acaulospora spp.?
(Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro e A. reducta Oehl, B.T. Goto & C.M.R. Pereira),
Acaulospora spp.® (Acaulospora koskei Blaszk e A. mellea Spain & N.C. Schenck) e
Acaulospora spp.* (Acaulospora rhemii Sieverding & Toro e A. scrobiculata Trappe). Além
disso espécies foram identificadas, tais como A. aff. excavata, A. aff. tuberculata, A. foveata,
A. laevis e A. scrobiculata, demonstando que as técnicas usadas na identificacdo de fungos
MA precisam ser aperfeicoadas. A ocorréncia de A. foveata, A. mellea, A. rhemii e A.
scrobiculata ja foram relatadas anteriormente em solos com gradiente de vegetacdo de dunas
costeiras (SILVA et al., 2015). As espécies A. scrobiculata e A. mellea também foram
identificadas em ambientes de restinga do Nordeste brasileiro (SILVA et al., 2017). Para a
quantificacdo de esporos fungicos e a separacdo de espécies pertencentes ao género
Acaulospora, como os fenogrupos de esporos que contém mais de uma espécie (Tabela 3),
devem ser desenvolvidas estratégias metodologicas e novas ferramentas moleculares.

Alguns morfotipos de esporos fungicos foram identificados somente no nivel do
género Glomus, sendo este resultado esperado em razdo da similaridade de cor e tamanho dos
esporos de Glomus sp.!, Glomus sp.?, Glomus sp., Glomus sp.4 (Tabela 4). Em geral eram
esporos mais velhos com estruturas de parede parcialmente danificados, ndo permitindo a
identificacdo das espécies. Mas, ndo se descarta a possibilidade dos mesmos morfotipos
pertencerem a espécies fungicas ainda ndo descritas.

Algumas espécies como Glomus brohultii, Gigaspora margarita e
Claroideoglomus etunicatum sdo comuns em areas costeiras do Nordeste (SILVA, et al.,
2017; SILVA et al., 2015). Outras especies como Funneliformis geosporum, Scutellospora
calospora, Acaulospora denticulata e Claroideoglomus etunicatum também foram detectadas
em solo da Caatinga sob Mimosa tenuiflora (SOUZA et al., 2016).
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Tabela 4 - Descricao de morfotipos de esporos de fungos MA do solo sob as espécies florestais mais o controle ndo cultivado, apds seis

anos da implantacéo da floresta em Acarau, Estado do Ceara.

Caracteristicas dos morfotipos

Distribuicdo em

Codigo - - Tamanho - Células Saco Hifas ~ .
Familia/Espécie Cor Formato (um) Superficie Auxiliares esporifero presentes Outras observagdes areas
Acaulosporaceae
A. aff. bireticulada F.M. Lisa, com
Rothwell & Trappe, A. Sub-hialino a Globoso ou ornamentacéo de Esporos misturados em Angico, Ipé rosa e
1 reducta B.T. Goto & castanho subaloboso 140-185 pequenos furos, Ausente Ausente Ausente lamina, por indistinguiveis  &rea sem cobertura
C.M.R. Pereira, A. amarelado 9 semelhante a favo sob estereomicroscopio. florestal (controle).
undulata Sieverd. de mel
A. denticulata Sieverd. & Lisa com . .
S. Toro e A. reducta Oehl, Castanho Globoso ou ornamentacédo de E;p_oros mls_turz_idps em Casuarma}, Gongalo
11 . 135-160 Ausente Ausente Ausente lamina, por indistinguiveis  Alves, Ipé rosa,
B.T. Goto & C.M.R. alaranjado subgloboso pequenos furos . 2 .
. A - sob estereomicroscopio. Sobrasil e controle.
Pereira e/ou protuberancia
Amarelo
esverdeado, Globoso ou Esporos em maioria com Acécia, Angico,
A. koskei Blaszk e A. castanho subgloboso, Aparentemente formato irregular e Casuarina,
11 mellea Spain & N.C. amarelado alguns 120-187 P ruqosa Ausente Ausente Ausente misturado em lamina, por Eucalipto, Gongalo
Schenck palido a irregulares g indistinguiveis sob Alves, Ipérosa e
vermelho e oblongos. estereomicroscoépio. controle.
alaranjado
Esporos com margens
castanhas palidas, podendo  Acacia, Angico,
A. rhemii Sieverding & Castanho claro Globoso ou Lisa com ser regulares ou Casuarina,
v Toro e A. scrobiculata 115-160 ornamentacoes Ausente Ausente Ausente irregulares, misturados na Eucalipto, Gongalo
a amarelo subgloboso . A3 ] N
Trappe sutis lamina, por compartilhar Alves, Ipé rosa,
semelhancas em tamanho Sobrasil e controle.
com outros esporos.
\Y% A. aff. excavata Castanho escuro Globoso ou 95-120 Lisa com Ie\~/es Ausente Ausente Ausente Acécia.
subgloboso ornamentacdes
Castanho claro Lisa com
VI A. aff. tuberculata Janos & a castanho Globoso ou 65-105 ormamentacdes Ausente Ausente Ausente Anglco_, Ipé rosa e
Trappe amarelado subgloboso R Sobrasil.
- ténues
palido
Lisa, com Acécia, Angico,
Vil A. foveata Trappe Janos Castanho escuro  Globoso ou 140-190 ornamentacédo de Ausente Ausente Ausente Eucallptol Gongalo
avermelhado subgloboso pequenos e Alves, Ipé rosa,
espacados furos Sobrasil e controle.
Acécia, Angico,
. " Casuarina,
VI A laevis Gerdemann & Salmdo a - Globoso ou 170-235 Lisa Ausente Ausente Ausente Eucalipto, Gongalo
Trappe castanha laranja  subgloboso

Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
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(Continuacao)

Caracteristicas dos morfotipos

Distribuicdo em

Cadigo - - Tamanho - Células Saco Hifas ~ .
Familia/Espécie Cor Formato (um) Superficie Auxiliares esporifero presentes Outras observagdes areas florestadas
Acaulosporaceae
Acécia, Angico,
Hialino, Globoso ou Lisa com Casuarina,
IX A. scrobiculata Trappe amarelo palido subaloboso 100-140 ornamentagdes em Ausente Ausente Ausente Eucalipto, Gongalo
a amarela palha. 9 forma de renda Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
Ambisporaceae
Acécia, Angico,
Ambispora brasiliensis - Globoso, . Casuarina,
X B.T. Goto, L.C. Maia & Hialino a subgloboso 90-135 Lisa com camada Ausente Ausente Ausente Apresenta pedicelo. Eucalipto, Gongalo
castanho escuro externa irregular -
Oehl ou oval. Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
Claroideoglomeraceae
. Margens castanhas escuras  Acécia, Angico,
Claroideoglomus Lo ’
. Castanho . - robustas, com interior Casuarina,
etunicatum (W.N. Becker Globoso ou Lisa com leves Hialina a . .
Xl avermelhado a 100-150 A Ausente Ausente castanho brilhante, Eucalipto, Gongalo
& Gerd.) C. Walker & A. - subgloboso protuberancias creme . N
p laranja apresentando também Alves, Ipé rosa,
Schiibler - -
margens irregulares. Sobrasil e controle.
Diversisporacea
Margens irregulares, com Acécia, Angico,
. . Castanho claro . .
Diversispora spurca (C.M. 2 castanho Globoso ou espessura mediana Casuarina,
Xl Pfeiff., C. Walker & Bloss) amarelado subaloboso 70-110 Lisa Ausente Ausente Ausente castanha, esporo Eucalipto, Gongalo
C. Walker & A. Schiibler alido 9 aparentando estar Alves, Sobrasil e
P amassado. controle.
Gigasporaceae
Gigaspora maraarita W.N Amarelo Amarelo Margens lisas e interiores
X1 gasp Y o brilhante ou Globoso 295-345 Lisa Lobada Ausente rugosas (camada Eucalipto
Becker & I.R. Hall claro LN
amarelo escuro germinativa verrugosa).
Glomeraceae
Acécia, Angico,
. Castanho médio . . Casuarina,
XIV Glomus albidum C. Walker 2 amarelo Globoso ou 70-110 Lisa e levemente Ausente Ausente Hialina Esporo claro, pigmentado e Eucalipto, Gongalo
& L.H. Rhodes - subgloboso ornamentada velho. N
palido Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
Castanho Acécia, Casuarina,
XV G. brohultl_l R.A. Herrera, avermelhado a Globoso ou 90-145 ) Lisa com Ausente Ausente Amarelo Possui margens grossas Eucallptoﬁ, Gongalo
Ferrer & Sieverd eSCUIO subgloboso irregularidade claro castanhas escuras. Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
. Margens castanho médio a
G. aff. fasciculatum Castanho claro Globoso ou . . .
XVI (Thaxt) Gerd. & Trappe 2 amarelo subgloboso 130-160 Lisa Ausente Ausente Ausente claro, apresentando Angico e Sobrasil.

formato irregular.



http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=476113&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=92835&Fields=All
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(Continuacdo)

Caracteristicas dos morfotipos

Distribuicdo em

Cadigo - - Tamanho - Células Saco Hifas ~ .
Familia/Espécie Cor Formato (um) Superficie Auxiliares esporifero presentes Outras observagdes areas florestadas
Glomeraceae
Acécia, Angico,
G. cf. microagregatum Margens castanho palidos Casuarina,
XVII Koske, Gemma & P.D. Castanho claro - Globoso ou 130-160 Lisa Ausente Ausente Ausente podendo ser regulares ou Eucalipto, Gongalo
- ou amarelo subgloboso : N
Olexia irregulares. Alves, Ipé rosa,
Sobrasil e controle.
. Acécia, Angico
G. sinuosum (Gerd. & B.K. L '
XVII Bakshi) R.T. Almeida & CaStthh% Glg blo sgn ou 290-345 Lisa Ausente Ausente Ausente Esporocarpo globoso Eljca“pltol Gongalo
N.C. Schenck avermelhado subgloboso ves, Ipé rosa,
e Sobrasil e controle.
Castanho escuro Globoso ou orr:;r;aezct);néo Acécia, Casuarina,
XIX Glomus sp.* avermelhado ou 150-205 ¢ Ausente Ausente Ausente Apresenta reticulo. Gongcalo Alves, Ipé
subgloboso semelhante a .
preto rosa e Sobrasil.
renda
Casuarina,
Castanho Globoso ou Eucalipto, Gongalo
XX Glomus sp.? alaranjado 60-90 Lisa Ausente Ausente Ausente Margens finas. pto, ¢
- subgloboso Alves, Ipé rosa,
brilhante -
Sobrasil e controle.
XXI Glomus sp. * Castanho médio Globoso ou 60-120 Lisa levemente Ausente Ausente Ausente Angico e Ipé rosa.
subgloboso ornamentada
XXl Glomus sp. * Castanho claro Globoso ou 105-170 Lisa Ausente Ausente Ausente Margens regglgres Aqama, Angico e
ou amarelo subgloboso castanhos médios. 1pé rosa.
Funneliformis geosporum Castanho Globoso ou Amarelo Margens irregularidade Angico, Casuarina,
XX . geosp avermelhado ou 90-145 Lisa Ausente Ausente 9 g ' Eucalipto, Gongalo
(T.H. Nicolson & Gerd.) subgloboso claro castanho escuro. N
escuro Alves e Ipé rosa.
Margens irregulares, com
Rhizoglomus intraradices Castanho claro espessuras medianas
(N.C. Schenck & G.S. ou castanho Globoso ou B . castanhas, esporos Casuarina, Ipé rosa,
KXIV Sm.) Sieverd., G.A. Silva amarelado subgloboso 60-110 Lisa Ausente Ausente Ausente aparentando estar Sobrasil e controle.
& Oehl palido amassados. Encontrado
dentro de uma raiz.
Acécia, Angico
Septoglomus furcatum Castanho ! '
XXV Btaszk., Chwat & Kovacs, avermelhado ou Globosoa 115-155 Lisa Ausente Ausente Amarelo Margens com parede Eucallptol Gongalo
- subgloboso claro grossas castanhas escuras. Alves, Ipé rosa,
Ryszka vinho .
Sobrasil e controle.
Scutellosporaceae
Acécia, Angico,
Scutellospora calospora Amarelo pélido Globoso, Ovoide ou Margens finas brilhantes Casuarina,
XXVI (T.H. Nicolson & Gerd.) C. ou castanho subgloboso 145-180 Lisa Ausente Ausente formando aparentemente Eucalipto, Gongalo
oblonga N
Walker & F.E. Sanders amarelado ou oval. duas paredes rugosas. Alves, Ipérosa e

controle.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Os morfotipos de esporos fungicos pertencentes aos géneros Acaulospora,
Claroideoglomus e Glomus foram prevalentes no solo sob as copas das espécies florestais
avaliadas. Em parcelas cultivadas com Angico, Casuarina, Ipé rosa e sem cobertura florestal
houve dominancia de Claroideoglomus, isso se deve sua alta capacidade de esporulacdo e da
boa adaptabilidade a solos agricolas (ASSIS et al., 2014). J& o género Glomus foi prevalente
em parcelas cultivadas com Acécia, Eucalipto, Gongalo Alves e Sobrasil. Acaulospora foi o
segundo género fungico mais dominante em areas sob influéncia de Casuarina e Sobrasil
(Figura 14). Esses resultados demostraram que 0s géneros mais representativos foram pouco
influenciados pelas espécies florestais avaliadas, contudo ndo descarta a importancia desses
géneros no estabelecimento das espécies florestais nativas e exéticas. Em um estudo realizado
por Dawkins e Esiobu (2017), no Sul da Flérida, usando as espécies Hameliapatens, Bidens
alba e Schinus terebinthifolius (espécie oriunda do Brasil), concluiu-se que o estabelecimento
da ultima esséncia fora facilitada pela simbiose com fungos micorrizicos, apresentando maior
taxa de micorrizacdo e maior densidade de esporos do género Glomus no solo.

No presente estudo, os géneros dominantes de fungos MA ndo foram
influenciados pelas espécies florestais, pois se sabe que a dominancia de um género fungico
esta relacionada a varios fatores ambientais, como a compatibilidade entre hospedeiro e fungo
MA, dispersdo de esporos, caracteristicas fisicas e quimicas do solo (ZANGARO;
MOREIRA, 2010), além da época ou estacdo do ano (CAPRONI et al., 2005) e as
caracteristicas da planta hospedeira. Entende-se que a riqueza da comunidade fungica € a
resposta a qualidade ao seu habitat (SILVA et al., 2016). E em estudos realizados com
espécies florestais exoticas e nativas, em uma floresta sazonal tropical seca, indicaram que 0s
géneros Claroideoglomus e Glomus eram condicionados por mudancas das propriedades do
solo, sendo estas influenciadas por plantas exdticas (SOUZA; FREITAS, 2017).
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Figura 14 — Riqueza de géneros de esporos em comunidades de fungos MA do solo, sob
as espécies florestais mais o controle ndo cultivado, apos seis anos da implantagdo da

floresta em Acarau, Estado do Ceara.
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Fonte: Elaborado pela propria autora.
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O fungo Claroideoglomus etunicatum foi a espécie mais abundante em parcelas
cultivadas com Angico, Casuarina, Eucalipto, Gongalo Alves, Ipé rosa e em éarea ndo
florestada. J& no solo sob as copas de Acacia e Sobrasil, a espécie fungica mais abundante foi
Glomus sinuosum, atingindo 24,5% e 27,3% em cada uma das espécies florestais. Esta ultima
espécie fungica revelou-se a mais frequente nas areas, exceto no solo cultivado Casuarina
(Tabela 5). J&, dentre as espécies fungicas MA com maior frequencia na rizosfera da
Casuarina, encontrou-se Acaulospora leavis, que conforme Diagne et al. (2013) é uma das
espécies de fungo MA com maior eficiencia em cultivo de Casuarina. Os resultados de
frequéncia e abundéancia relativa de morfotipos de esporos fungicos permitem demonstrar a
influéncia das espécies florestais nas comunidades de fungos MA no solo. Em florestas
nativas Gonzaga et al. (2015) apontaram que espécies arboreas influenciam na producéo de
esporos no solo, e na abundancia de esporos de fungos MA (SILVA et al. 2016).

As espécies Acaulospora aff. excavata, Gigaspora margarita, Glomus aff.
fasciculatum e Glomus sp.? exibiram baixas frequéncias dentro das parcelas cultivadas com as
plantas arboreas, indicando que sdo fungos raros em areas cultivadas com as espécies
florestais. Acaulospora aff. excavata e G. margarita foram encontradas, respectivamente,
apenas sob o solos cultivados com Acacia e Eucalipto. Glomus aff. fasciculatum foi
encontrado somente sob as copas de Sobrasil e Angico, e a ocorréncia de Glomus sp.? foi
restrita as areas cultivadas com Angico e Ipé rosa. Embora os fungos MA nédo apresentem
especificidade para hospedeiros (CAVALCANTE et al., 2013), as espécies Acaulospora aff.
excavata, Gigaspora margarita, Glomus aff. fasciculatum e Glomus sp.? foram consideradas
exclusivas entre as areas cultivadas.

Para Souza e Freitas (2017), os fungos MA, A. aff. excavata e G. margarita estéo
exclusivamente relacionadas as respectivas espécies exoticas de Acécia e de Eucalipto. Ja a
presenca de G. aff. fasciculatum e Glomus sp. % no solo sob o cultivo das espécies florestais
nativas como Angico, Sobrasil e Ipé rosa, diverge da opindo de Souza et al. (2016), que
ressaltaram que plantas nativas ndo se beneficiam da associacdo de um género particular de
fungo MA.
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Tabela 5 - Abundancia relativa (AR) e frequéncia relativa (FR) de esporos de comunidades de fungos MA do solo sob as espécies
florestais mais o controle ndo cultivado, apos seis anos da implantacdo da floresta em Acarad, Estado do Ceara.

Cadi Familia/Espécie Acacia Angico Casuarina Eucalipto G. Alves Ipé rosa Sobrasil controle
AR FR* AR FR AR FR AR FR AR FR AR FR AR FR AR FR

Acaulosporaceae

| Acaulospora spp.t 0,0 0,0 0,5 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 4,5 0,3 5,0 04 16,7
11 Acaulospora spp.2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 59 0,0 0,0 0,6 5,6 0,3 4,5 18 200 12 16,7
11 Acaulospora spp.? 0,3 5,6 0,3 53 05 11,8 44 235 48 222 0.2 4,5 0,0 0,0 1,0 111
v Acaulospora spp.* 0,9 22,2 0,3 158 05 11,8 0,7 118 04 11,1 08 9,1 0,5 10,0 0,7 11,1
\Y A. aff. Excavata 1,5 5,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
VI A. aff. tuberculata Janos & Trappe 0,0 0,0 15 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,3 45 1,2 5,0 0,0 0,0
VI A. foveata Trappe Janos 1,4 5,6 0,5 53 0,0 0,0 07 118 34 222 11 136 35 200 26 16,7
VI A. laevis Gerdemann & Trappe 11,7 222 72 211 11,7 235 26 176 58 222 63 182 85 200 50 16,7
IX A. scrobiculataTrappe 18 16,7 2,9 21,1 8,6 17,6 9,3 17,6 3,1 11,1 2,1 18,2 8,4 20,0 51 11,1
Ambisporaceae
X Ambispora brasiliensis B.T. Goto, L.C. Maia & Oehl 53 222 25 105 59 17,6 65 235 42 222 108 182 83 200 66 222
Claroideoalomeraceae
X1 Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. SchiBler 351 222 395 211 535 235 353 235 303 222 419 182 156 200 313 222
Diversisporeacea
X1l Diversispora spurca (C.M. Pfeiff., C. Walker & Bloss) C. Walker & A. Schii3ler 14 167 01 53 1,0 11,8 0,7 11,8 04 5,6 0,0 0,0 30 100 0,7 111
Gigasporaceae
X Gigaspora margarita W.N. Becker & I.R. Hall 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 11 11,8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Glomeraceae
X1V Glomus albidum C. Walker & L.H. Rhodes 8,0 16,7 10,7 211 105 235 4.4 176 6,5 222 6,7 182 41 15,0 58 22,2
XV G. brohultii R.A. Herrera, Ferrer & Sieverd 42 235 00 0,0 1,0 6,3 18 11,8 1,1 5,6 3,7 13,6 1,3 10,0 1,1 16,7
XVI G. aff. fasciculatum (Thaxt.) Gerd. & Trappe 0,0 0,0 0,8 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 5,0 0,0 0,0
XVII G. cf. microagregatum Koske, Gemma & P.D. Olexia 2,3 16,7 0,7 53 2,9 11,8 25 17,6 1,1 111 22 13,6 0,8 10,0 2,2 111
XVII G. sinuosum (Gerd. & B.K. Bakshi) R.T. Almeida & N.C. Schenck 245 222 222 211 00 0,0 275 235 220 16,7 116 91 273 200 156 222
XIX Glomus sp. 0,2 5,6 0,0 0,0 0,2 6,3 0,0 0,0 0,4 5,6 05 9,1 0,3 5,0 0,0 0,0
XX Glomus sp.2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 59 11 176 21 167 10 136 13 200 05 5,6
XXI Glomus sp. * 0,0 0,0 0,7 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0
XXI1 Glomus sp.* 0,5 5,6 0,1 53 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 4,5 0,0 0,0 0,0 0,0
XXI1 Funneliformis geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) 0,0 0,0 0,3 53 2,0 11,8 0,2 59 0,7 5,6 1,3 45 0,0 0,0 0,0 0,0
XXI Rhizoglomus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) Sieverd., G.A. Silva & 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 59 0,0 0,0 0,0 0,0 1,1 45 0,6 5,0 2,6 22,2
XXV Septoglomus furcatum Btaszk., Chwat & Kovacs, Ryszka 0,6 5,6 8,5 53 0,0 59 0,7 118 21 222 08 9,1 04 5,0 0,2 5,6
Scutellosporaceae
XXV Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & F.E. Sanders 0,6 5,6 08 53 0,7 59 0,5 59 109 222 46 182 124 200 173 222

Valores percentuais de populag@es de esporos de fungos MA do solo coletado em agosto e novembro de 2016 e em fevereiro e maio de 2017.

Esporos de espécies fungicas indistinguiveis sob estereomicroscopio: 1) Acaulospora aff. bireticulada F.M. Rothwell & Trappe, A. reducta B.T. Goto & C.M.R. Pereira, A.
undulata Sieverd; 2) Acaulospora denticulata Sieverd. & S. Toro e A. reducta Oehl, B.T. Goto & C.M.R. Pereira; 3) Acaulospora koskei Blaszk e A. mellea Spain & N.C.
Schenck; 4) Acaulospora rhemii Sieverding & Toro e A. scrobiculata Trappe. Fonte: Elaborada pela propria autora.


http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=476113&Fields=All
http://www.mycobank.org/BioloMICS.aspx?TableKey=14682616000000067&Rec=92835&Fields=All
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A dominancia, diversidade e equitatividade de comunidades de esporos MA
foram estimadas nas diferentes coberturas (Figura 15). O indice de dominancia de Simpson
foi maior na area cultivada com Casuarina (D=0,324), podendo ser atribuido a dominancia de
esporos de Claroideoglomusetunicatum no solo. Tal dominancia pode estar relacionada aos
efeitos de metabdlitos secundarios excretados pelas raizes da espécie florestal. A Casuarina é
capaz de produzir aleloquimicos que se dissipam no solo rizosferico (AHMED, AL-SAYED,
2016; XU et al., 2015) e naturalmente podem afetar o estabelecimento de herbaceas, bem
como, a diversidade das comunidades de fungos MA do solo.

Os indices de diversidade de Shannon e de equitatividade de Pielou foram muito
similares entre as coberturas florestais e a area controle. O solo sob as copas de Casuarina
apresentou o maior indice de diversidade de morfotipos de esporos de fungos MA (H=0,324),
valor ndo muito diferente do observado em areas da Caatinga no semiarido do Estado do
Ceara (PAGANO, ZANDAVALLI; ARAUJO, 2013).

Figura 15 - Indices de dominancia Simpson, diversidade de Shannon e equitatividade de
Pielou de esporos de fungos MA do solo sob as espécies florestais mais o controle ndo
cultivado, apos seis anos da implantacdo da floresta em Acarau, Estado do Ceara.
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Alves

Valor do indice

Calculo de indices: D = Y (Pi?); H=Y (Pi x In); J'=H'/Hmax.
Fonte: Elaborado pela prépria autora.

Alguns morfotipos de esporos de fungos MA do solo foram considerados
indicadores das areas cultivadas com espécies florestais (Tabela 6), baseando-se na
abundancia e frequéncia relativa de fungos MA do solo. As comunidades de morfotipos de
esporos de Gigaspora margarita (IndVal de 50%) e Glomus brohultti (IndVal de 30%) foram
indicadores validos para as areas cultivadas com as espécies de Eucalipto e Acécia,

respectivamente. Por sua vez, os morfotipos de esporos relacionados ao género Acaulospora
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(Acaulospora spp.?Acaulospora spp.?) foram indicadores das &reas cultivadas com as espécies
nativas como Sobrasil e Gongalo Alves. Os géneros Acaulospora e Glomus tambémforam
considerados indicadores ambientais para ilhas de restinga natural e degradada no Nordeste
do Brasil (SILVA et al., 2017).

Tabela 6 — Morfotipos de esporos ou espécies de fungos MA do solo indicadores (base
em valores IndVal significativos), sob as espécies florestais mais o controle, ap6s seis
anos de implantacdo da floresta em Acarad, Estado do Ceara.

Morfotipos ou espécie de fungo MA IndVal (%) Valor p Espécie florestal ou area
controle
G. brohultii R.A. Herrera, Ferrer & Sieverd 30,0 0,10 Acacia
Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.! 0,22 0,15 Angico
Walker & A. SchiBler )
Funneliformis geosporum (T.H. Nicolson & Gerd.) 0,17 0,61 Casuarina
Gigaspora margarita W.N. Becker & |.R. Hall 50,0 0,10 Eucalipto
Acaulospora spp.3 46,0 0,02 Gongalo Alves
Acaulospora spp.* 0,21 0,35 Ipé rosa
Acaulospora spp.2 45,0 0,04 Sobrasil
Scutellospora calospora (T.H. Nicolson & Gerd.) 39,0 0,03 controle

C. Walker & F.E. Sanders

Valores percentuais de IndVal e o grau de significancia das permutagdes no teste Monte Carlo. Os demais
morfotipos de esporos e espécies de fungos MA identificados ndo atingiram a significancia desejada (valor p <
0,1). Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3.2. Colonizacdo micorrizica de essencias florestais

Todas as sete espécies florestais apresentaram colonizacao radicular com fungos
MA, e somente nas espécies exoticas, Acacia, Casuarina e Eucalipto, e na de Angico (nativa
do Brasil), detectaram-se associacbes com ambos os fungos MA e ECM (Figura 16). A
presenca de fungos MA e ECM nas espécies de Acacia, Casuarina e Eucalipto ja fora
observado anteriormente por Aggangan e Moon (2009), Kisa et al. (2007), Campos et al.
(2011) e Diagne et al., (2013). A intensidade de colonizacdo vem a depender da idade das
plantas e do tipo de manejo utilizado na implatacdo das culturas (CAMPOS et al., 2011),
fatores ndo aprofundados no presente estudo. O Angico foi a Unica espécie nativa que
apresentou, concomitantemente em suas raizes, colonizacdo de fungos MA e ECM, além de
apresentar nodulos contendo possivelmente rizobios, indicando sua dependéncia as simbioses

com fungos e bactérias para o seu desenvolvimento no meio ambiente (MULETA, 2017).



Figura 16 - Colonizagdo micorrizica por fungos MA e ECM em espécies florestais

plantadas, apos seis anos da implantacdo da floresta em Acarau, Estado do Ceara.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A intensidade de colonizagédo nas raizes das espécies exoticas (Figura 17), foram

inferiores a 40%, considerados baixos segundo as taxas de micorrizacdo propostas por

Zangaro et al. (2002). No que se refere ao percentual de colonizacdo por fungos MA, este

variou de 12,62% em raizes de Eucalipto a 57,00% nas raizes de Ipé rosa. Outras espécies

apresentaram taxas intermediarias de colonizacdo com fungos MA. A maior taxa de

colonizacdo por fungos MA em espécies florestais nativas do Brasil pode ser devida sua

adaptabilidade no cultivo em diferentes ambientes. De outro modo, espécies florestais

exoticas de alto desempenho possivelmente liberam metabolitos secundarios que afetam a

esporulacdo e a ontogenia de fungos MA no solo, propiciando uma reducéo na germinacéo de

esporos, no crescimento micelial e na colonizacdo radicular por fungos (SOUZA; FREITAS,

2017).
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Figura 17 — Fragmentos de raizes colonizadas com fungo MA de seis espécies florestais

mais uma Poaceae do controle (P. maritimum).

i

e ] E g b y
01- Acacia; 02 — Angico; 03 — Casuarina; 04 — Eucalipto; 05 — Goncgalo Alves; 06 — Ipé Rosa; 07 —
Sobrasil; 08- P. maritimum; H- Hifa; V - Vesicula.
Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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5.3.3.3. Glomalina

No que se refere a proteina do solo relacionada a glomalina (PSRG), as maiores
concentragdes de PSRG-T (glomalina total) e PSRG-FE (glomalina facilmente extraivel),
foram registrados simultaneamente, em solos sob as copas de Sobrasil (2,17 mg.g™) e Angico
(0,92 mg.g™), quando comparados com as outras parcelas (Figura 18). As concentracdes de
glomalina oscilaram entre 1,48 e 2,17 mg.g™ para PSRG-T e 0,61 a 0,92 mg.g™ para PSRG-
FE, sendo a menor concentracdo de ambas as fracOes identificada no solo coletado sob as

copas de Gongalo Alves.

Figura 18 — Média da concentracdo da glomalina total (PSRGT) e glomalina facilmente
extraivel (PSRGFE) relacionada a proteina do solo, sob as espécies florestais mais o

controle, apos seis anos de implantacéo da floresta em Acarau, Estado do Ceara.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A maior concentragdo de glomalina total foi de 2,17 mg.g™ no solo sob a copa de
Sobrasil sendo estd, uma das coberturas com grande abundancia de esporos MA, ressaltando
que ha uma relacdo intrinseca entre abundancia de esporos de fungos MA e os teores de
glomalina do solo (SINGH et al., 2017). Contudo, intende-se que a quantidade de glomalina
varia de acordo com o hospedeiro e com a espécies de fungos micorrizo arbuscular (SILVA et
al., 2010), ou seja, a abundancia ou diversidade fangicas podem ndo esta relacionada com a
quantidade de glomalina no solo.

Em geral, a concentragdo de glomalina do solo sob as espécies exdticas (Acécia,

Casuarina e Eucalipto) foram semelhantes aos encontrados nas espécies nativas, podendo ser
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atribuido ao bom desenvolvimento dessas espécies, visto que, a glomalina esta correlacionada
com os altos teores de nutrientes e carbono organico do solo (SINGH et al., 2017). Em um
estudo com Prosopis juliflora (exética) e Mimosa tenuiflora (nativa) verificaram-se teores de
glomalina total maiores sob a espécies exdtica e que foi atribuida as mudancas nas
propriedades do solo (SOUZA; FREITAS, 2017).

5.3.4.Conclusdes

As espécies florestais exoticas, como Acacia mangium, Casuarina equisetifolia e
Eucalyptus urophylla (clone GG 702), e outras nativas do Brasil, como Anadenanthera
colubrina, Astronium fraxinifolium, Tabebuia impetiginosa e Colubrina glandulosa,
estabelecem naturalmente associagcfes nas raizes com os fungos MA, enquanto as espécies de
Acacia, Casuarina, Eucalipto e Angico formam ectomicorrizas.

Todas as espécies florestais testadas afetam as comunidades de fungos MA, sendo
que os fungos mais representativos para o solo nas condi¢cbes semiaridas pertencem aos
géneros Acaulospora, Claroideoglomus e Glomus.

Os teores de glomalina total e facilmente extraivel sdo semelhantes entre as
espécies arbdreas exdticas e nativas.

As comunidades de esporos fungicos de Gigaspora margarita e Glomus brohultii
podem ser consideradas indicadoras do solo sob o cultivo de E. urophylla (clone GG 702) e
de A. mangium, respectivamente. Esporos fungicos relacionados ao género Acaulospora
servem igualmente como indicadores do solo cultivado com A. fraxinifolium e C. glandulosa

nas condicBes semiaridas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo sobre atributos bioldgicos do solo e do meio ambiente em uma &rea do
semiérido, cultivada com espécies florestais permitiu obterem-se sucesso nos resultados sobre
a qualidade bioldgicas do solo, das coberturas com a serapilheira e do estrato herbéaceo, ao
relacionar uma area cultivada com esséncias florestais a outra ndo cultivada. Deste modo, foi
evidenciada a influéncia das espécies arbdreas, em separado, sobre o recurso bioldgico e
ambiental de uma floresta plantada no semiarido. A partir deste estudo, podem ser feitos
trabalhos sobre metabolitos de espécies arboreas, como os compostos aleloquimicos, e suas
interagcfes com microorganismos funcionais do solo florestal, bem como, a comparagéo de
poli-cultivos florestais e areas agricolas de forma a contribuir para a sustentabilidade dos
sistemas agroflorestais na regido semiarida.

As espécies florestas avaliadas possuem comprovacdes cientificas das atividades
biologicas exercidas pelos seus principios ativos, com exce¢do Colubrina glandulosa Perkins,
no qual, permitiu a avaliacdo do perfil fitoquimico e as possiveis bioatividades de partes dessa
planta (Apéndice), como uma ramificacdo da dissertacdo. No entanto, ainda ha a necessidade
de isolar e identificar esse fitoquimicos, a fim de que esses compostos possam ser utilizados
em beneficio a saide humana na producdo de novos medicamentos fitoterapicos e ao meio

ambiente através de testes alelopaticos.
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ABSTRACT: (Phytochemical profile and biological activity of ethanolic extract of
Colubrina glandulosa Perkins (Rhamnaceae)). Brazilian flora is very diverse but has
been under-exploited as few species have been used for their bioactive properties. In
this work was characterized the profile phytochemical and evaluated the antioxidant,
anticholinesterase and antifungal activity of ethanolic extracts (EE) of leaves and roots
from Colubrina glandulosa Perkins (Sobrasil), a widespread hardwood species used by
the wood industry. EE of leaves and roots were used to identify chemical constituents,
quantification of phenols, flavonoids and tannins and biological activities were
evaluated. The presence of steroids, flavonoids, saponins and tannins in leaves and roots
was confirmed, and seven other secondary metabolites were detected in the root extract.
There were few flavonoids but a significant content of phenols and tannins, so it was
effective in inhibiting the DPPH radical of the enzyme acetylcholinesterase and
dermatophyte 7. rubrum. This result shows, in particular the root, could be exploited for
the isolation of bioactive compounds to be used in the development of phytotherapics.

Keywords: Antioxidant, anticholinesterase, antifungal
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Introdution

Plants have been used for therapeutic ends since time immemorial, and there
is a substantial body of evidence showing the potential and the benefits of their use, as
well as the risks involved in using nature in this way (BOLIGON et al., 2009b). As
phytochemistry has advanced, the structures and the biosynthetic properties of natural
compounds found in the secondary metabolism of plants have also been researched
(BRAZ FILHO, 2010).

Among the natural substances produced by plants, phenolic acids,
flavonoids and tannins are known for their bioactive properties. The antioxidant activity
of these phytochemicals is attributed to their effectiveness against free radicals in
defending biological systems from damage arising from the oxidation of
macromolecules, such as lipids and proteins, as well as the DNA molecule and other
cellular structures (RIBEIRO et al., 2015; WU et al., 2011). Antioxidants, in particular,
have a positive effect on the organism in the fight against degenerative, cardiovascular,
neoplastic and inflammatory diseases. These substances can therefore be used in several
different areas, including the food, pharmaceutical and cosmetics sectors (PENIDO et
al., 2017).

Plants also produce metabolites which are able to inhibit pathogens
(BONETT et al., 2012). Given the growth in resistance among fungi and bacteria to the
effects of present-day drugs, there is a search for new molecules with antimicrobial
activity (JUNIOR et al., 2015; SOBRINHO et al., 2016).

The country size of Brazil and the wide variety of plants found there have
facilitated the search to identify plants with bioactive potential (FRIAS et al., 2011).
Some of the plants with these properties belong to the Rhamnaceae family (MOREIRA
et al., 2013), which has approximately 50 species and 13 genera, including the genera
Alvimiantha, Ampelozizyphus, Colletia, Colubrina, Condalia, Crumenaria, Discaria,
Gouania, Reissekia, Rhamnidium, Rhamnus, Scutia, Zizyphus (SOUZA & LORENZI,
2008).

Among the various different biological activities carried out by
representatives of the Rhamnaceae family, the most important are their antioxidant
(RIBEIRO et al., 2015), antimicrobial (HOSSAIN et al., 2015), antiviral (SONG et al.,
2016) and antinociceptive properties (KALEEM et al., 2013). In addition, antimalarial

activity and anticancer cytotoxicity have been identified in extracts from plants from the
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Colubrina genus (SANGSOPHA et al., 2017). It should be noted that bioactive
compounds are also present in the following species: Scutia Buxifolia, Rhamnus
frangula L., R. sphaerosperma var. pubescens (Reissek), R. alaternus L., Hovenia
acerba, H. Dulcis , Jaffrea xerocarpa, Zizyphus mauritiana, Z. jujuba Mill., Z. joazeiro,
Z. oxyphylla Edgew, as well as Colubrina decipiens (FIENENA et al., 2016) and C.
asiatica (SANGSOPHA et al., 2017).

Colubrina glandulosa Pekins, known as ‘Sobrasil’, is an arboreal species
which is found in many regions of Brazil, including the Mata Altlantica, the Cerrado
and the Amazon basin (BRANCALION et al., 2011). This species adapts well to
different environments and ecosystems and is now in high demand by the regional
timber industries. That is why C. glandulosa has been planted in the semiarid regions of
Brazil. There is, however, very little information about its biological properties, and for
this reason phytochemical research needs to be carried out. The aim of this study was to
characterize ethanolic extracts from the leaves and the roots of C. glandulosa, in order
to determine the levels of total phenols, flavonoids and tannins, and to evaluate its

antioxidant, anticholinesterase and antifungal activity.

Material and Methods

Samples of the leaves and roots of Colubrina glandulosa Perkins were taken
from a tree in the forest planted in the Acarat municipality, in the State of Ceara
(Brazil), one morning in June 2016. The tree was approximately five years old and had
no obvious signs of disease or nutritional disequilibrium. The samples were put in paper
bags and taken to the Soil laboratory at the Embrapa Agroindustria Tropical, in
Fortaleza (Ceara State), to be dried in a forced air circulation stove at 65 °C. After being
dried, the material was powdered in a mortar and representative subsamples of the
leaves and roots were stored in plastic containers. The analyses were carried out in the
Chemical and Natural Resource Lab (LQPN), belonging to the Universidade Estadual
do Ceara (UECE). The ethanolic extracts were obtained from 43.17 g of dry leaves and
11.53 g of dry roots, in accordance with LQPN protocols. The extractions with ethanol
PA (100%) took place over eight days. Later, the extracts were filtered and put in a
rotary evaporator, at a constant temperature and reduced pressure (40 rpm at 70 °C), and
a in warm water bath (at 55 °C) for the removal of the ethanol. The yield from the

leaves was 4.6% and from the roots it was 4.5%.
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Phytochemical characterization

The ethanolic extracts of the leaves (EEFCG) and of the roots (EERCG) of
C. glandulosa underwent phytochemical tests, using the methodology presented by
Matos (MATOS, 1997), determining the presence of any secondary metabolites by
means of the visual verification of any colorimetric changes and/or precipitate
emergence. This took place after the addition of reagents, such as: ferric chloride, to
detect phenolic compounds (precipitation reaction); hydrochloric acid and sodium
hydroxide, for the flavonoid subclasses (reaction of acid/base); chloroform, acetic
anhydride, and sulphuric acid to determine steroids/triterpenoids. In addition,
hydrochloric acid, Dragendorff reagent, and Mayer reagent were used to determine the

alkaloids (SILVA et al., 2015).

Quantification of flavonoids - The flavonoid content was measured as
described by Funari and Ferro (2006), using 2 mL aliquots of leaf and root extracts in a
concentration of 2 mg.mL™ (obtained by dissolving 20 mg of dry residue in 10 mL of
ethanol). One mililiter of aqueous solution of aluminum chlorate (AICl;), diluted in a 25
mL flask, was added to the extracts. After 30 minutes, the absorbance of the extracts
was measured in a spectrophotometer, using a wavelength (L) of 425 nm. Quercetin was
used as the benchmark. That procedure was carried out three times and the results
expressed in mg of quercetin per gram of extract (EQ mg.g”') as in Penido and

colaborators (2017).

Quantification of total phenols - The phenols were measured using Folin-
Ciocalteu reagent, in which 7.5 mg of ethanolic extract was dissolved in methanol P.A.
The extract was placed in a 25 mL volumetric flask which was then filled with
methanol. An aliquot of this solution (100 pL) was shaken by hand with 500 pL of Folin
- Ciocalteu for 30 seconds. Immediately afterwards, aliquots of 6 mL of distilled water
and 2 mL of 15% sodium carbonate (Na,CO3) were added and the samples were shaken
for one minute. Finally, the flasks were filled to 10 mL using distilled water. Two hours
later, the absorbance of the samples was measured at 750 nm, using glass cuvettes. The
negative control was the methanol and all the reagents, with the exception of the

sample. The benchmark standard was gallic acid. All the analyses were carried out in
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triplicate and the results expressed in mg of gallic acid per gram of extract (GAE mg.g"

1), as in Penido and colaborators (2017).

Quantification of total tannins - The levels of tannins were measured by the
Folin-Denis method (PANSERA et al., 2003), using 5 mg of ethanolic extract of leaves
and roots dissolved in distilled water (100 ml). The aliquots of this solution (1 mL) had
1 mL of Folin-Denis added to them and were left for three minutes. Straight after this,
ImL of sodium carbonate at 8% (Na,COs) was added. After being shaken and then left
to rest for two hours, absorbance was determined using a spectrophotometer (A = 725
nm). Tannic acid was used in order to establish the standard curve. The whole procedure
was carried out in triplicate, and the results were expressed in mg of tannic acid per

gram of extract (EAT mg.g™).

Antioxidant activity - Antioxidant activity was measured by the colorimetric
method of free radical scavenging activity DPPH (2.2-difenil-1-picrilhidrazil), in

accordance with Penido and colaborators

. The consumption of free radical DPPH by
the samples was monitored by measuring the decline in absorbance in the solutions, at
different concentrations. Aliquots with 3.9 mL of a methanolic solution 6.5 x 10° M of
free radical DPPH were distributed in test tubes. Immediately afterwards 0.1 mL of
methanolic solutions from the samples (root and leaf) were added, forming
concentrations of 10,000, 5,000, 1,000, 500, 100, 50, 10 and 5 ppm. The samples were
then stored in a dark place for 60 minutes. Absorbance was determined in a Spekol
spectrophotometer (A = 515 nm). The percentage of free radical scavenging activity by
the samples (AS%) was estimated by the the following formula: AS% = 100 (aDPPH —
aSample) aDPPH™, where aDPPH is the measure of the initial absorbance of the DPPH
solution, and aSample is the absorbance of the reaction mixture (methanolic solution of
extracts at different concentrations and DPPH solution) in the time period of 60
minutes. The values found were used to calculate the concentration at which 50% of the
free radicals in the solution were inhibited (CLsg). For the purposes of comparison, the
standard routine test was used. All procedures were carried out in triplicate, in

accordance with Penido and colaborators (2017).

Inhibitory activity of acetylcholinesterase enzyme (AChE) -

Anticholinasterase activity was measured by Ellman’s qualitative method (ELLMAN et¢
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al., 1961), adapted for thin-layer chromotography (RHEE et al., 2001), using the acid
reagent solution 5.5’-ditiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) and acetylcholine iodide (ATCI)
as a buffer solution. The samples of the extracts were diluted in chloroform (CHCl;)
placed on chromotographic plates. After the solvent had evaporated, the substrate
(ATCI, 1mM in buffer solution) and Ellman’s reagent (DTNB, 1 mM in buffer solution)
were pulverized, leaving it to dry for between three and five minutes, followed by
spraying (3 U/mL) of the enzyme acetylcholinesterase (AchE), which led to the
emergence of yellow coloring on the chromotoplate after 10 minutes. The appearance of
white haloes around the samples was an evidence of the inhibition of the AChE enzyme.
The haloes were measured and compared to the benchmark alkaloid physostigmine

(SILVA et al., 2015).

Antifungal evaluation in vitro - The activity of the extracts on fungal strains
was evaluated in the microbiology laboratory at the Universidade Estadual Vale do
Acaratt (UVA), in Sobral (Ceara State). The fungal strains tested came from the ‘Santa
Casa de Misericordia de Sobral’ (Candida albicans - LABMIC 0107 and 0108 and C.
kruzei - LABMIC 0124), from the American Type Culture Collection (C. parapsilosis -
ATCC 22019), and the mycology collection belonging to the Universidade Federal de
Pernambuco (Recife, Perambuco state) (Trichophyton rubrum - LABMIC 0203, 0204,
0209 e 0210).

The minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum fungicidal
concentration (MFC) of the extracts were measured using the broth microdilution
method, in accordance with protocols M38-A2 and M27-A3 for T. rubrum and Candida
spp., respectively, from the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008a,b).

The fungal inoculants were prepared from strains activated in Sabouraud
agar for five days, (for T. rubrum) and 48 hours (for Candida spp.), at room
temperature. Activated microbial cultures were transferred to a sterile saline solution,
followed by dilutions in RPMI (Roswel Park Memorial Institute) medium in order to
obtain 2 a 5x10° colony forming units (CFUs) mL™" of 7. rubrum and 5x10° CFU mL"
for Candida spp. Aliquots of 100 pL of RPMI medium were first placed in a 96-well
microplate. Later, 100 puL of the extracts was added, and finally 100 puL of the fungal
inoculants. The concentrations of the extracts ranged from 2.5 to 0.15 mg.mL™. The
microplates were incubated at room temperature for two days for Candida spp. and five

days for T. rubrum. The commercial benchmark antifungal substances were
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‘Anfotericina B’ against Candida spp., and Ketoconazol against 7. rubrum. The
concentrations of these commercial products ranged from 16 to 0.125 ug.mL'l. The
whole procedure was carried out in duplicate.

The MIC was determined by the lowest concentration able to inhibit the
growth of the target microorganism and the MFC by the lowest concentration able to

eliminate the microorganism

Results

Phytochemical characterization - The phytochemical characterization of the
ethanolic extracts of Sobrasil roots enabled the identification of 11 secondary
metabolites with Dbioactivity (Alkaloids, Free steroids, Phenols, Flavanones,
Flavononols, Flavonols, Flavonoids, Leucoantocianidines, Saponins, Tannins e
Xanthones) while, in the leaves, only free steroids, flavonoids, saponins and tannins
were detected. This is evidence of how the roots of plants could be used for the
identification of bioactive properties.

Quantification of phenols, flavonoids and tannins - The qualitative
phytochemical test used here for the detection of phenol indicated an unexpected
negative result in leaves, which can be attributed to the low sensitivity of that method.
However, the mere presence of flavonoids and tannins could corroborate inconsistent
results, and for this reason a quantative test for phenols was carried out on both parts of
the ‘Sobrasil’ tree. So, low levels of phenols were found in the leaves (12.30 = 9.96 mg,
equivalent to gallic acid per gram) compared to the roots (30.00 = 14.68 mg GAE.g'l)
(Table 1). The root extract had a larger tannin content (22.70 + 0.02 mg), than that of
the leaves (5.70 = 0.03 mg), but they were similar with regard to tannic acid per gram
of material. In contrast, the levels of flavonoids were higher in the leaves (6.92 = 0.36
mg, equivalent to quercetin per gram of material) than in the roots of the plant (1.08 £

0.46 mg QE.g™).

Antioxidant and anticholinesterase activities - The kidnapping of the DPPH
free radical by the ethanolic extracts showed high antioxidant capacity in the roots
(Tablel), in which Clsy 7.42 £+ 0,09 pg.mL" was observed, a low concentration of
extract able to capture and neutralize 50% of the DPPH radical, equivalent to half the
concentration obtained by the glycosidic flavonol rutin (13.74 + 0.26 pg.mL™), used as
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the control sample. The leaf extract showed low effectiveness, and therefore a
concentration ten times higher than the control was needed (138.572 £2.71 ug.mL'l).

Anticholinesterase activity was seen in both extracts (leaves and roots),
reaching results similar to those found in physostigmine (benchmark substance). It
should be noted that substances which inhibit antocholinesterase could one day be used
in the clinical treatment of Alzheimer’s, according to Herndndez-Montiel and
collaborators (2017).

Antifungal in vitro evaluation - The leaf and root extracts tested were not
able to inhibit fungi of Candida genus, although they were active against 7. rubrum.
For the 4 strains of this fungal species tested, the minimum inhibitory concentration
(MIC) ranged from 0.31 to 0.62 mg.mL'1 and the minimum fungicidal concentration
(MFC) ranged from 0.31 to 1.25 mg.mL'l (Table 2). The roots from the tree in question

were found to be more effective than the leaves.

Discussions

The secondary metabolites detected in C. glandulosa were steroids,
flavonoids, saponins and tannins, which are also present in other genera of the
Rhamnaceae family (ALARCON e CESPEDES, 2015; RAGHAVENDRA et al., 2015).

The phytochemical characterization of the ethanolic extract of roots allowed
alkaloids, phenols, xanthones and representatives of the flavonoid group to be
identified. The roots from ‘Sobrasil’ have not yet been studied for the purpose of
identifying compounds or active biomolecules. It should be noted that the roots of other
species in the Rhamnaceae family are being used in the treatment of stomach ailments
and diabetes and may also be active against bacteria and insects (ALARCON &
CESPEDES, 2015).

The metabolic compounds identified in both extracts (leaves and roots) are
evidence of the bioactive properties of C. glandulosa. Flavonoids and saponins are
commonly associated with therapeutic activities, being both antimicrobial and
antioxidant (MELO et al., 2012), and the presence of tannins, alkaloids and steroids
may also express anesthetic activity (KALEEM et al., 2013; BOLIGON et al., 2009a).

The levels of tannins, phenols and flavonoids were low in both extracts
tested corroborating what is known about Scutia buxifolia Reissek, another

representative of the Rhamnaceae family (BOLIGON et al., 2009b). With the results of
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this study a diverse group of flavonoids were also identified as: flavanones; flavonoids;
flavonols and leucoanthocynadins. However, the concentration of flavonoids confirmed
in the root extract was low, compared to that we observed in the leaves. On the other
hand, roots represented an important source of phenol and tannin.

However, we should point out that phytochemical characterization and the
test to quantify phenolic compounds can be affected by the kind of extractor used.
According to Rockenbach and colaborators (2008) ethanol affects the extraction of
phenolic compounds, in the sense that ethanolic extracts usually have low levels of
phenols, tannins and flavonoids (BAE et al., 2012). Moreover, Melo and colaborators
(2012), confirmed the absence of flavonoids and tannins in hydroalcoholic extracts
when the skins of Z. joazeiro Mart. were used.

The antioxidant activity of the ethanolic extract of the roots of C. gladulosa
was considered to be effective in inhibiting the free radical DPPH (7.42 pg.mL™), when
compared to the concentrations of this free radical which were observed in the ethanolic
extract in the leaves of Z. joazeiro (461.88 pg.mL™) by Silva and colaborators (2011).
Moreover, Ibrahim and colaborators (2012), report that ethanolic extracts of Z
mucronata have better antioxidant activity, particularly those obtained from the roots
(1,38 ug.mL™). It is significant that the antioxidant activity of an extract is associated
with the presence of phenols and flavonoids (BHOURI et al., 2012; AMMAR et al.,
2009).

Both extracts used in the study showed good anticholinesterase activity,
which may be attributed to the flavonoids and other phenol groups. These compounds
are effective against AChE, reducing oxidative stress in cells, and could even retard the
appearance of cardiac and neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s
(HERNANDEZ-MONTIEL et al., 2017).

The effectiveness of the root and leaf extracts against the dermotophyte 7.
rubrum was similar to that observed against other fungi using parts of the plant
belonging to the genus Zizyphus (RAGHAVENDRA et al., 2015; MELO et al., 2012).
This suggests new potential uses of C. gladulosa. In species belonging to the
Rhamnaceae family, several activities have also been observed including antiviral
(SONG et al, 2016), and antibacterial MUHAMMAD et al., 2017; CARRANZA et
al., 2015), although little is known about antifungal activities (BOLIGON et al., 2014).
These properties could be evaluated in future research into Sobrasil and other that tree

species.
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Conclusions

Colubrina glandulosa produces several different bioactive secondary
metabolites, such as alkaloides, phenols, flavonoids, steroids, saponins and tannins.
Leaf and root extracts inhibit the acetilcolinesterase enzyme (AChE) and are antagonists
to the dermatophyte 7. rubrum. The roots of this plant species contain a diversity of
phytochemicals which explain its antioxidant activity against the free radical DPPH.
These findings may form the basis for new studies into the characterization and
isolation of bioactive molecules in different parts of the ‘Sobrasil’, with the objective of

developing possible phytotherapies.
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ANEXOS

Table 1. Content of phenols, flavonoids, tannins and antioxidant and anticholinesterase

(Ant-AchE) activities of ethanolic extracts from Colubrina glandulosa.

Ethanol Phenols Flavonoids Tannins Activity

Extracts Antioxidant Ant-AchE
(mg GAE.g™") (mg QE.g") (mgEAT.g") (Clso pgmL™)° (mm)*

Leaves 12.30 £ 9.96 6.92+0.36 5.70 £ 0.03 138.57 £2.71 7

Roots 30.00 + 14.68 1.08 £ 0.46 22.70 £0.02 7.42 £0.09° 8

Standard * - - - - 9

Standard ° - - - 13.74 £ 0.26

Mean values =+ standard deviation (n = 3); a: Physostigmine; b: Rutin c¢: concentration that inhibits 50% of
the DPPH free radical; d: inhibition halo diameter of the enzyme Acetylcholinesterase; e: Displayed

better activity when compared to control.

https://mc04.manuscriptcentral.com/hoehnea-scielo

Page 16 of 17



Page 17 of 17 Hoehnea

577
578
579

oNOYTULT D WN =

580
2 581
11 582
583
14 584
16 585
586
19 587 Table 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal
2 588  concentration (MFC) of ethanolic extracts from Colubrina glandulosa and ketoconazol

22 589  against Trichophyton rubrum.

24 EEFCG EERCG Drug

Fungal strains MIC MFC MIC MFC Ketoconazol

57 (mg.mL™) (ng.mL™)

28 LABMIC 0203 0.62 1.25 0.31 0.62 1.0
LABMIC 0204 0.62 1.25 0.62 1.25 1.0

30 Trichophyton rubrum

31 LABMIC 0209 0.62 1.25 0.15 0.31 1.0

32 LABMIC 0210 0.62 1.25 0.31 0.62 1.0

590 Fungus collection strains from the microbiology laboratory of the Universidade Estadual Vale do Acarat
35 591 (LABMIC). The extracts did not inhibit Candida albicans strains (LABMIC 0107, LABMIC 0108), C.
36 592 parapsilosis (ATCC 22019) and C. kruzei (LABMIC 0124). EEFCG: ethanolic extract of leaves and
593 EERCG: ethanolic extract of roots.
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