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RESUMO

BALDEZ, Fabiana. Dindmica populacional da microbiota associada a decomposi¢do da
serapilheira de duas espécies arboreas da Mata Atlantica. 2018. 66 p. Dissertacdo (Mestrado
em Fitossanidade e Biotecnologia Aplicada). Instituto de Biologia, Departamento de Entomologia
e Fitopatologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2018.

Em uma floresta tropical, a ciclagem de nutrientes é dependente da microbiota decompositora.
Visando entender como se d& a dindmica populacional desses micro-organismos ao decorrer do
tempo e se ha alguma influéncia no grau de decomposicao da serapilheira, foi realizado o estudo
com duas espécies arboreas nativas da Mata Atlantica, o pau-brasil (Caesalpinia echinata) e inga
(Inga sp). Foram realizadas coletas durante um periodo de 365 dias para a avaliacdo da
decomposicdo da serapilheira, a qual acondicionou-se folhas secas, provenientes das espécies
escolhidas, em sacos de polivinil, chamados litter bags, que foram colocados abaixo de suas
respectivas copas de arvores, quantificando a taxa de decomposicéo através de medida de perda
de massa ao decorrer do tempo. A fim de diferenciar e quantificar os micro-organismos da
serapilheira foi feita a contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) atraves do método
de cultivo em placas e, biomarcadores por perfil de acidos graxos de cada amostra. Ao final do
experimento comparou a decomposicdo entre as duas espécies associando-a a sua microbiota, ao
seu teor nutricional e aos elementos climaticos (temperatura e umidade). A maior taxa de
decomposicdo, tanto para o pau-brasil quanto para o ing4, ocorreu no periodo de maior
precipitacdo, e ao final de 365 dias, houve diferenca significativa na perda de massa vegetal entre
as espécies. O pau-brasil foi a espécie que teve maior predominéncia da maioria dos grupos de
micro-organismos, a espécie também apresentou maior concentracdo e maior taxa de liberacédo de
N, P e K, maior velocidade de decomposi¢do. Foi observado correlacdo da taxa de liberagcéo dos
nutrientes com os 140 dias de decomposicao e correlacdo entre a maioria dos micro-organismos
com 30 dias de decomposicdo. A taxa de liberacdo de nitrogénio e fésforo estavam associadas a
precipitacdo. Houve correlacdo entre fungos e a taxa de liberagdo de P na decomposicdo da
serapilheira do ingad. O biomarcador de bactérias 17:1 foi o Gnico que teve correlagdo com a taxa
de liberacdo de N e P.

Palavras-chave: Paubrasilia echinata, Inga laurina, ciclagem de nutrientes.
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ABSTRACT

BALDEZ, Fabiana. Populational dynamics of the microbiota associated with the litter of two
tree species of the Atlantic Forest. 2018. 66 p. Dissertation (MSc in Phytosanitary and Applied
Biotechnology). Institute of Biology, Department of Entomology and Phytopathology, Federal
Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2018.

In a tropical forest, nutrient cycling is dependent on the decomposing microbiota. Aiming to
understand how the population dynamics of these microorganisms occur over time and if there is
any influence on the degree of decomposition of the litter, the study was carried out with two
native species of the Atlantic Forest, pau-brasil (Caesalpinia echinata) and ingé (Inga sp). A total
of 365 days were collected for the evaluation of litter decomposition, which were dried leaves
from the selected species in polyvinyl bags, called litter bags, placed under their respective tree
canopies, quantifying the decomposition rate by measuring mass loss over time. In order to
differentiate and quantify the microorganisms from the litter, the counts of colony forming units
(CFU) were counted through the plaque culture method and biomarkers by fatty acid profile of
each sample. At the end of the experiment it compared the decomposition between the two species,
associating it with its microbiota, its nutritional content and the climatic elements (temperature
and humidity). The highest rate of decomposition for both pau-brasil and inga occurred during the
period of greatest precipitation, and at the end of 365 days, there was a significant difference in
the loss of plant mass among the species. Pau-brasil was the species that had the greatest
predominance of most groups of microorganisms, the species also presented higher concentration
and higher rate of N,P, and K release, and higher rate of decomposition. Correlation of the nutrient
release rate with the 140 days of decomposition and correlation between the majority of
microorganisms with 30 days of decomposition was observed. The release rate of nitrogen and
phosphorus were associated with precipitation. There was a correlation between fungi and the
release rate of P in the decomposition of the inga litter. The 17: 1 bacterial biomarker was the only
one that correlated with the release rate of N and P.

Key words: Paubrasilia echinata, Inga laurina, nutrient cycling.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atléntica é rica em biodiversidade de espécies florestais influenciando,
diretamente, no funcionamento do ecossistema. Espécies vegetais nativas desse bioma encontram-
se em ambientes ndo-agricolas, onde a disponibilizacdo de nutrientes da-se através da
decomposicdo do material vegetal e animal depositado no solo (Auer et al. 2007).

A serapilheira tem como principal componente as folhas de arvores que caem e depositam-
se na superficie do solo, sua decomposicdo libera elementos minerais aos quais sdo
disponibilizados para as plantas, possibilitando a ciclagem de nutrientes.

Fungos, bactérias e actinomicetos formam trés grupos distintos que compdem a
comunidade microbiana decompositora, na qual cada um tem sua fungdo especifica na
decomposicédo do material vegetal.

Para quantificar e identificar os grupos de micro-organismos faz -se necessario o uso de
técnicas especificas, podendo ser realizado através do método dependente de cultivo por meio de
isolamento em meio de cultura, porém, existem micro-organismos biotréficos, os quais ndo
conseguem crescer em meio artificial, havendo a necessidade do emprego de técnicas de
identificacdo independentes de meio de cultura, tais como biblioteca 18S do rDNA e analise de
acidos graxos.

Assim como todo ser vivo, 0s micro-organismos possuem a célula como unidade estrutural
e funcional, onde é composta por uma membrana plasmética formada por uma bicamada de
fosfolipidios, os quais possuem &cidos graxos em sua estrutura. Alguns acidos graxos sdo
considerados especificos de grupos de micro-organismos e, esses sao chamados de biomarcadores.

Presumindo que a perpetuacdo de uma espécie encontrada em uma floresta tropical de
pouco ou nenhum manejo, depende da ciclagem de nutrientes atraves da comunidade microbiana
decompositora e, que também, nesses ambientes florestais ha uma grande diversidade microbiana,
a qual a maior parte ainda ndo foi estudada, ha a importancia do estudo de técnicas de identificacdo
das comunidades microbianas, com o propdésito de adquirir mais conhecimento sobre suas fung¢des
no ecossistema e suas possiveis aptiddes biotecnoldgicas.

Considerando os argumentos expostos acima, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
comunidade microbiana associada a decomposicdo da serapilheira, através da identificacdo dos
grupos de micro-organismos por perfil de &cido graxo e por meio de cultivo em placas, analisando
as duas metodologias em relacdo aos micro-organismos, com a finalidade de correlacionar a taxa
de decomposicao da serapilheira com a microbiota e as condigdes climéticas, comparando as duas
espécies arboreas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservagéo da biodiversidade na Mata Atléantica: flora e microfauna

As florestas sdo importantes ecossistemas que sustentam uma grande proporcdo da
biodiversidade global e tém papel fundamental no armazenamento de 45% do carbono terrestre
(Pan et al., 2011), sendo as florestas tropicais responsaveis por 35% da producdo primaria,
devido as suas condicdes climaticas favoraveis (Grace et al., 2001), alcan¢ando o titulo de um

dos principais estoques de carbono do planeta (Pan et al., 2011).

A Mata Atlantica é um bioma de floresta tropical, sendo considerada uma das mais ricas
em biodiversidade do mundo, salientando sua riqueza em espécies e em endemismos, esse
bioma chega a alcangar niveis de 55% de espécies arbdreas (Joly et al., 1991), sendo apontado,
com unanimidade, como Unico em sua complexidade biologica (Stehmann et al., 2009). No
entanto, devido a um panorama alarmante de constante ameacas (Peixoto, 1992), atualmente, a
Mata Atlantica encontra-se limitada a pequenas areas fragmentadas, sobretudo encontradas na
regido Sul e Sudeste do Brasil (Ribeiro et al., 2009).

Com as mudancas negativas observadas houve a necessidade da elaboracdo de
estratégias em defesa da preservacdo da biodiversidade através da geracdo de conhecimento,
por meio de estudos relacionados a area (Lima e Guedes Bruni., 1997), esses estudos, no inicio,
eram relacionados a conservacdo dos ecossistemas, dando foco a biota e as espécies vegetais,
desconsiderando a microbiota (Maron et al., 2011), porém, pouco se sabe sobre como esses
micro-organismos estdo relacionados com a decomposicdo e a ciclagem de nutrientes
(Hattenschwiler et al. 2005), que € um dos principais fatores responsavel pela integridade de
um ecossistema (You et al., 2014). Contudo, essa perspectiva vem sofrendo mudancas, pois nos
ultimos anos houve um crescimento significante de estudos relacionados ao comportamento da
microbiota, evidenciando sua atuagdo nos principais ciclos, tais como o do carbono e do
nitrogénio (Wieder et al., 2013).

Ha a um nivel extremamente complexo das interagdes entre planta, solo e microbiota
(Nannipieri et al., 2003), sendo necessario uma compreensdo precisa das propriedades
funcionais das comunidades microbianas no solo para poder entender processos ecoldgicos
chave (Lalor et al, 2007). No entanto, mesmo com o0 avan¢os metodoldgicos, ainda ha
dificuldade nos estudos da biodindmica do solo, pois nele ha ac¢des interdependentes, as quais

possuem alta complexidade, podendo haver variacao do perfil da microbiota em apena 2 cm de



profundidade do solo (Weber et al., 2013), tornando esse comportamento diversificado um

desafio para os estudos da ecologia microbiana atualmente (\Vos et al., 2013).

Devido ao panorama de degradacdo, ha a previsdo de que no futuro florestas perturbadas
serdo dependentes do desenvolvimento de florestas secundarias (Chazdon, 2003) as quais
dependem da ciclagem de nutrientes para sua perpetuacao (Calvi et al. 2009). E, através de
estudos relacionados a serapilheira pode se obter, com maior clareza, como se da essa interagdo

entre decomposicdo e microbiota (Uriarte et al. 2015).
2.2 Decomposicdo da serapilheira

A serapilheira € um importante elo entre a composi¢do da comunidade arbdrea, sua
produtividade e sua biomassa florestal e processos ecossistémicos (Uriarte et al. 2015). Estando
compreendida na camada mais superficial do solo, a serapilheira é constituida por ramos, 6rgaos
reprodutivos, folhas e detritos que caem das copas das arvores, em razdo deos fatores

fisiologicos e estimulos abioticos (Costa et al. 2016).

Geralmente, a fracdo folha € a mais abundante na serapilheira (Bianchin et al., 2016).
De acordo com Waksman (1952), de forma geral, os tecidos vegetais, sdo compostos por
celulose (15-60%), Hemicelulose (10-30%), lignina (5-30%), fracdo soltuvel em agua (5-30%),
fracdo soltvel em éter (1-15%), proteinas (1-10%). A celulose é uma estrutura bem estavel
formada por cadeias lineares de D-glicose com ligagdes PB-(1— 4), formando uma fita
totalmente ordenada, impedindo, relativamente, a atividade de enzimas, dificultando a

degradacéo.

A hemicelulose é formada por uma cadeia rica em ramificacdes de xilose e arabinose,
inclusive contendo glicose, manose, e galactose, que por sua vez, apresentam maior facilidade
de hidrolise (Taiz e Zeiger, 2004). A lignina possui caracteristica de resisténcia a degradacao,
se comportando como escudo, ela envolve a celulose, a hemicelulose e as proteinas da parede
celular (Berg e McClaugherty, 2008). H& maior velocidade de decomposicdo na serapilheira
que possui em sua estrutura alto contetdo soltvel, do que ha na decomposicdo da serapilheira
que possui alto teor de lignina (Lashermeset al., 2016). Quando a decomposicao atinge o estagio
mais avancgado observa-se maior concentragéo de lignina (Berg. 2000) e menor concentracdo
de celulose (Heal et al. 1997).



Como j& dito, a microbiota € um dos grupos responsaveis pela degradacao dessas folhas,
disponibilizando matéria organica no solo (Barbosa e Faria, 2006), fornecendo nutrientes
(Aduan et al., 2003), e dando sustentabilidade a flora (Borges, 2016). Porém, a liberacdo de
nutrientes atraves da degradacdo das folhas pode ser influenciada pelas diferentes espécies
arboreas que compde a serapilheira (Lugo et al. 1990), devido a composi¢do do material vegetal
de cada espécie (Sariyildiz e Anderson, 2003), principalmente a microbiota e o ciclo do carbono
que sdo influenciados pela complexidade e estequiometria do substrato vegetal a ser degradado
(Whitaker et al., 2014) ou, até mesmo, pode sofrer influéncia das interac6es entre nitrogénio,
lignina e celulose (Hobbie, 2008), sendo capaz de sofrer influéncia de até 73% na taxa de
decomposicgéo (Zhang et al., 2008).

No entanto, a decomposicdo da serapilheira ndo depende somente da composicao
estrutural do tecido vegetal, pois fatores abidticos também podem formar variados
microambientes (interacdo entre fatores fisico-quimicos e a biota decompositora) que irdo
interferir na dinamica de decomposicao do tecido vegetal (Rodrigues et al., 2003), como, por
exemplo, as condi¢cdes edafoclimaticas, que sao temperatura, umidade, pH, teores de O e de
nutrientes no solo (Paul e Clark, 1996). Um dos fatores mais determinantes é a temperaturas, a
qual se correlaciona elevadas temperaturas com maior velocidade de degradacéo da serapilheira
(de Andrade et al., 1999).

Para entender melhor a dindmica de perda de massa e a taxa de liberacdo de nutrientes
pela serapilheira, pode ser realizado o estudo da decomposi¢do através do acondicionamento
de folhas em sacolas de polivinil, chamadas Litterbags, com malha de diferentes espessuras. O
problema desse método € de que ha indicios que a espessura da malha interfira na decomposicéo
do material acondicionado na mesma como, por exemplo, sacolas com espessura muito pequena
pode haver a chance de impossibilitar a entrada de espécies decompositoras maiores, ja um
sacola com espessura maior pode acarretar perda do material vegetal acondicionado,
subestimando ou superestimando, respectivamente, a dindmica de decomposigdo das folhas
acondicionadas (Lekha e Gupta, 1989). Para mensurar a dindmica de decomposi¢do pode ser
utilizado indicadores da respiracao do solo, constante K, e avaliagdes diretas de perda de massa.
Porém a constante K s6 pode ser utilizada em ecossistemas que ja atingiram o equilibrio
(Anderson e Swift, 1983).

Outra forma de buscar compreender o processo de decomposicdo € separando-o0 por
fases, podendo ser dividido em duas fases, a primeira, chamada de fase de perda de compostos

sollveis, durando um intervalo de 1 a 2 meses, e a segunda, chamada de fase de ataque aos
4



compostos estruturais (Gallardo e Merino 1993). Mas também ha a divisdo em quatro fases, a
primeira fase chamada de fase de redugdo do tamanho das particulas, que € caracterizada pela
fragmentacdo do material vegetal e, é executada pela fauna. A segunda fase é o ataque
microbiano inicial, em que ha a decomposicdo de substancias mais facilmente decompostas
(proteinas, amido e celulose), onde fungos esporulantes e bactérias sdo responsaveis por essa
decomposicéo, formando biomassa e liberando NHs, H.S, CO> e acidos organicos. A terceira
fase é o ataque microbiano intermediario, onde subprodutos organicos e tecidos microbianos
sdo atacados por uma variedade de micro-organismos, produzindo uma nova biomassa, e
acentuando-se as perdas de C-CO.. A quarta e ultima fase é o ataque final, que é a decomposicéo
gradual dos componentes mais resistentes, como lignina, por actinomicetos e fungos

especialistas (Moreira e Siqueira, 2002).
2.3 Microbiota

A microbiota do solo € um componente importante da biodiversidade terrestre, estando
envolvidos em importanes processos biogeoquimicos (Crowther et al., 2014), as bactérias e 0s
fungos sdo responsaveis por 90% a 95% do total do metabolismo heterotréfico na maioria dos
solos (Djukic et al., 2010), tornando esses micro-organismos chave na contribuicdo a
decomposicdo da matéria organica e na mineralizacdo de nutrientes (Courty et al., 2010).
Possuindo diferentes funcdes na degradacdo da matéria organica no solo, esses micro-
organismos sdo elementos béasicos e importantes para o fornecimento de nutrientes a planta
(Rudnick et al., 2015), através da interacdo mutualistica e simbidtica benéfica (Partida-Martinez
etal., 2007).

Esses micro-organismos decompositores podem ser classificados em trés grupos
diferentes, o primeiro grupo denomidano oportunistas, tendo sua alta velocidade de crescimento
e especializagdo em degradar moléculas soltveis, o segundo grupo denominado especialistas,
possuindo um crescimento lento, e especializacdo em degradar celulose e lignocelulose e, o
terceiro grupo denominado mineiros, também possuindo crescimento lento, porém, com

especializacdo em degradar lignina.

Em vista dessa especificidade de cada grupo, pode-se inferir que fungos e bactérias tém
acdo em diferentes substratos na decomposi¢do da matéria organica (Mora-Gomez et al., 2016),
associado a presenca de enzimas especificas para a degradagéo (Lejon et al., 2005), formando
um outro tipo de abordagem na diviséo, nesse caso, em quatro grupos distintos: celuloliticos,

hemiceluloliticos, pectinoliticos, e ligninoliticos (Tauk, 2018). Salientando que, o fator



determinante para a velocidade da decomposicdo € a intensidade das atividades de cada enzima
secretada (Wickings et al., 2012).

2.3.1 Fungos decompositores e sua funcéo celulolitica

Os fungos séo seres vivos eucariotos pertencentes ao reino Fungi (Margulis e Chapman,
2009) desempenhando papéis essenciais em ecossistemas florestais atraves de processos
biogeoquimicos (Ehrlich, 2006), inclusive, os fungos saprofiticos e ectomicorrizicos séo

essenciaos na decomposicao da matéria organica (Cairney e Meharg, 2002).

Esse micro-organismos precisam de baixa umidade (40-60%) para realizar a
fermentacdo de substratos em estado sélido (Basso et al., 2011), tendo como sua principal
fungéo degradar lignina e celulose (Roitman et al., 1991; Auer et al., 2014). Eles possuem altas
capacidades enzimaticas na degradacédo de polimeros vegetais, fornecendo recursos as bactérias
pelas quais as mesmas ndo conseguem obter sozinhas (Romani et al., 2006). Por conseguinte,
esse grupo de micro-organismos é considerados como sendo 0 mais ativo na decomposicdo da

serapilheira (van der Wal et al., 2013).

Quando a biomassa fungica é insuficiente a decomposi¢do, 0s actinomicetos
desempenham papel semelhante aos fungos na degradacdo da serapilheira (Helfrich et al.,
2015), produzindo enzimas capazes de hidrolisar substratos contendo celulose, hemicelulose e
lignina (Ghosh e Prasad, 2010).

2.3.2 Bactérias decompositoras vs fungos decompositores

Hé& alguns géneros especificos de bactérias que também possuem atividade celulolitica
(Yang et al., 2014), pois carregam genes da enzima celulase e, normalmente, estdo associados
aos filos Acidobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, e Firmicutes (Haichar et
al., 2007; Ulrich et al., 2008; Schellenberger et al., 2010; Goldfarb et al., 2011; Barnard et al.,
2013; Berlemont e Martiny, 2013). No entanto, esse grupo de micro-organismos ndo consegue
obter a mesma eficiéncia quanto a capacidade celulolitica em relagdo aos fungos (Schneider et
al., 2012). Portanto, geralmente, a fase inicial da decomposicéo esta correlacionada com uma
maior biomassa fungica, enquanto que nas fases finais da decomposi¢cdo, comumente, ha o
predominio de bactérias especializadas em degradacdo principalmente, de compostos

aromaticos derivados da decomposicdo da lignina por fungos (Kielak et al., 2016).

Apesar do fungos serem mais eficientes em degradar celulose, as bactérias sdo

responsaveis pela solubilizacdo do fosforo, aumentando a disponibilidade desse nutriente em



solos de baixa fertilidade e com acidez alta (Sharma et al., 2013). Além disso, bactérias gram-
negativas sdo especializadas na decomposicéao e assimilacao de substratos instaveis (vanilina e
glicina) e, sdo chamadas de estrategistas-r (copiotroficos) (Koranda et al., 2014). Ja as gram-
positivas mineralizam substratos mais complexos (hemicelulose) (Whitaker et al., 2014), sendo
esse Utlimo grupo de micro-organismos, juntamente com os fungos, chamados de estrategistas-
-k (oligotréficos), devido a grande associagdo com a decomposicdo da matéria organica,
mineralizando de forma lenta e eficiente as fontes de carbono recalcitrantes (Koranda et al.,
2014).

2.4 Fertilidade do solo vs microbiota

A disponiblidade de nutrientes pode afetar a microbiota, assim também, como a
microbiota pode influenciar na disponibilidade de nutrientes no solo (Fontaine et al., 2003).
Uma vez que, a limitacdo de fosforo e nitrato pode influenciar negativamente a comunidade
microbiana (Yang et al., 2017) e, altas taxas de respiragdo microbiana resultam em maior
liberacdo de nutrientes, em curto prazo e, perda de carbono orgéanico do solo para atmosfera a

longo prazo (Parkin et al., 1996).

Héa a hipotese de que a mineralizacdo de matéria organica aumenta quando ha limitacéo
de nutrientes no solo, isso pode ser explicado devido a uma resposta dos micro-organismos a
favor de se conseguir mais carbono, afim de adquirir energia necessaria para a decomposicao e
posterior liberagdo de nutrientes no solo, essa hipotese é chamada de “Mineragdo Microbiana”
(Craine et al., 2007).

Por outro lado, ha a hipdtese de “utilizagdo preferencial de substrato”, assumindo que,
perante alta disponibilidade de nutrientes a mineralizacdo da matéria organica diminui devido
aos micro-organismos mudarem constantemente de substratos, afim de adquirir mais energia

através da mineralizacdo do carbono instavel (Blagodatskaya et al., 2007).
2.4.1 Fosforo

O fosforo total é solubilizado através da agdo de micro-organismos do solo
(Bhattacharyya e Jha, 2012), incluindo bactérias, fungos e actinomicetos (Sharma et al., 2013),
desempenhando papel fundamental na disponibilizacdo e no ciclo biogeoquimico desse
nutriente (Khan et al., 2010). Essa disponibilizacdo pode ocorrer através de fungos que,
produzem fosfatases e fosfohidrolases que, catalisam a reacéo de hidrdlise de ésteres e anidrido
acido fosforico (Nahas, 2002). Ou, pode ser solubilizado através de bactérias gram-negativas

por oxidacgdo direta de glicose ao &cido glucénico (Goldstein, 2000).



Mesmo havendo solubiliza¢do do fosforo por bactérias, os fungos do solo sdo mais
eficientes, pois eles séo capazes de atravessar, mais facilmente, longas distancias dentro do solo
e, secretam mais acidos, tais como acido gluconico, acido citrico, &cido latico, acido 2-

cetoglucdnico, acido oxalico, acido tartarico e acido acetico (Sharma et al. 2013).
2.4.2 Carbono e Nitrogénio

A devolucéo do nitrogénio para a atmosfera pode ser feita através de algumas bactérias
e fungos,sendo este Gltimo grupo de micro-organismos apontado como um dos principais
responsaveis pela emissdo de 6xido nitroso na atmosfera, por ndo possuirem a N2O redutase
(Shoun et al., 1992). Bactérias gram-negativas possuem a caracteristica de fazer nitrificacao,
com o objetivo de adquirir energia para o seu crescimento, nesse processo ha a transformacéo
da amonia em nitrito e nitrato, sendo o ultimo composto disponivel as plantas (Chan et al.,
1996). Ja a disponibilizacdo de carbono no solo da-se através da degradacdo de polimeros

vegetais da serapilheira pela microbiota decompositora (Cebrian,1999).

Os fungos aumentam a relacdo C:N (Lundquist et al., 1999), portanto, a baixa relacéo
C:N favorece o0 aumento da biomassa bacteriana (Fierer et al., 2009). Tendo os fungos, uma
maior eficiéncia no uso do carbono (Waring et al., 2013). Ressaltando que a liberacdo de CO>
esta, diretamente, ligada a relagdo C:N, em que, quanto menor for a relagcdo, mais rapida é a
liberacdo do CO> (Araujo et al., 1999).

A mineralizacéo e assimila¢&o do carbono e nitrogénio derivados da matéria organica é
responsavel por dividir a microbiota em grupos, de acordo com as propriedades funcionais de
cada um (Schimel e Schaeffer, 2012; Waring et al., 2013), provocando uma modelagem de

distribuicdo desses micro-organismos no solo (Sun et al., 2018).
2.5 LimitagOes ao desenvolvimento e atuacéo da microbiota decompositora

A disponibilidade de nutrientes no solo é influenciada pela temperatura, precipitacéo,
altitude e o tipo de vegetacdo que compde a serapilheira (Pajares e Brendan, 2016). Essa
influéncia das condigdes climaticas na liberacdo dos nutrientes da serapilheira pode ser dada,
indiretamente, atraves da microbiota decompositora, pois essa também sofre influéncia desses
fatores (Berlemont et al., 2014). Sendo necessario estudos mais aprofundados dessas
correlagOes entre, condi¢Bes climéticas, micro-organismos e liberacdo de nutrientes para uma
melhor compreenséo em prol da elaboracdo de estratégias de preservacao (Singh et al., 2010).

A temperatura € um fator que pode influenciar na microbiota, de modo que, quando essa

encontra-se baixa ha o aumento da eficiéncia no uso de carbono pela microbiota do solo (Frey
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et al., 2013), j& em temperaturas altas, causam menor eficiéncia (Whitaker et al., 2014). Além
da temperatura, a umidade pode afetar muitos ecossistemas (Fenn et al., 2010). Assim como a
mineralizacdo da matéria organica, todos 0s processos biogeoquimicos do solo séo
influenciados pela umidade (Rodriguez-Iturbe e Porporato, 2005) e, assim também € observado
para 0s micro-organismos, que respondem a mudanca na disponibilidade de agua (Bouskill et
al., 2013). Inclusive, Sales et al. (2008) e Silva et al. (2010), observaram, em seus respectivos

estudos, maior nimero de UFC de bactérias no periodo chuvoso.

Tal comportamento da relacdo da umidade com a microbiota, é explicado pelo fato de
que, em condicgdes de estresse, ha aumento na producdo de enzimas oxidativas pelos micro-
organismos, provocando maior degradacdo de polimeros vegetais, tais como celulose e lignina
(Bouskill et al., 2016) e, se o solo apresentar umidade abaixo da ideal pode haver a restri¢éo
dessas enzimas, podendo causar estresse osmotico a biota do solo (Manzoni e Katul, 2014).
Além disso, a diminui¢do da umidade pode causar maior oxigenacéo no solo, desencadeado a
precipitagdo dos metais ferrosos sollveis para metais ferrosos complexos e, juntamente,

ocasionando a co-precipitacdo da matéria organica e do fosforo (Kleber et al., 2015).

No entanto, ha grupos de micro-organismos que conseguem sobreviver a condicdo de
estresse osmotico, como é o caso das bactérias, devido sua capacidade de produzir biofilmes
quando expostas a condi¢des desfavoraveis de umidade, promovendo uma protecdo contra
acoes redox e dessecacdo devido ao estresse osmotico (O’Toole e Stewart, 2005). Porém, ha
casos, como, por exemplo, o estudo de Alisson et al. (2013), em que € observada uma queda

significante da biomassa bacteriana quando submetida a um ambiente seco.

N&o s as bactérias, mas também os actinomicetos também conseguem sobreviver e, até
mesmo, aumentar sua populacdo sob condi¢cdes de umidade desfavoraveis (Bouskill et al.,
2013), uma vez gue esses micro-organismos possuem a caracteristica de produzir antibi6ticos,
guando submetidos ao estresse osmotico (Bishop et al., 2004). Em contrapartida, Berlemont et

al. (2014), afirmaram que a biomassa de actinomicetos néo é influenciada pelas precipitacoes.

Assim como bacterias e actinomicetos, também ha fungos que sdo menos susceptiveis
ao estresse por baixa disponibilidade de adgua, sendo observados com maior abundancia em
secas sazonais ou experimentais (Barnard et al., 2013). Embora, na maioria das vezes, a
biomassa fungica tenha correlagéo positiva com o0 aumento da precipitagdo, principalmente, em

florestas tropicais (McGuire et al., 2012).



N&o somente a temperatura e a agua, como também o pH influencia na microbiota, de
maneira que quando este encontra-se &cido, observa-se a predomindncia de bactérias,
principalmente, as Acidobactérias e as Proteobactérias (Hiraishi et al., 1995). Entretanto, pode
haver um inibicdo do crescimento de bactérias do solo em favor do crescimento de fungos
resistentes a ambientes &cidos, havendo excecdes de bactérias, como no caso dos actinomicetos
que preferem solos com pH mais alcalino (Pennanen et al. 1998; Rousk et al. 2010;). Porém,
um estudo feito por Rousk et al. (2010), analisando a influéncia do pH na microbiota do solo
apontou mudancas significativas apenas em grupos de bactérias, ndo oseervando influéncia

significativa no grupo de fungos.

A composicdo quimica do material vegetal decomposto também pode interferir na
variacdo dos micro-organismos (Berlemont et al., 2014). A partir de modificacdes estruturais
qguimicas, 0s compostos organicos alteram a composicdo da comunidade microbiana, ao
decorrer da decomposicdo, dando origem a uma sucessdo de micro-organismos
decompositores, portanto, o tipo de floresta, pode influenciar na microbiota (Nie et al., 2012).
Em concordancia, Berg e Smalla (2009), inferiram que os niveis filogenéticos do vegetal pode
afetar a estrutura da microbiota no solo, como, por exemplo, a secrecdo de aminoacidos,
flavondides e agUcares por espécies arbdreas da familia Fabaceae, modulando a estruturacao da
comunidade microbiana (Szoboszlay et al., 2016). Outro exemplo de modulagéo da microbiota,
é o fato do crescimento de fungos ser dependente da presenca de lignina, tornando esse grupo
de micro-organismos bastante sensivel a mudancas na vegetacao (Lauber et al., 2008).

Em suma, as propriedades tanto da planta quanto do solo (Yang et al., 2017) juntamente,

com temperatura e disponibilidade de agua, influenciam na diversidade da microbiota do solo.
2.6 Perspectivas no estudo comportamental da microbiota

O propésito atual da ecologia estd fundamentado na compreensdo dos fatores que
definem a distribuicdo e a abundéncia das espécies, portanto, a estrutura comportamental da

diversidade microbioldgica também esta inclusa nesse objetivo.

Para melhor explicar o comportamento dessas espécies ha duas teorias que tratam da
problematica da densidade de diferentes grupos de micro-organismos em fases diferentes da
decomposi¢do da matéria organica, estudando o motivo pelo qual h4 a predominéncia de um
determinado grupo em um determinado momento. A primeira € a teoria neutra, pressupondo
que a semelhanca na composicéo de espécies em um determinado local esta estritamente ligada

a limitacdo de disperséo dos individuos e, ndo ha espécies favorecidas a determinados nichos,
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todas possuem a mesma capacidade de exploracao, concluindo que a densidade populacional é
totalmente aleatoria (McGill et al., 2006).

A segunda teoria é baseada no nicho, a qual diz que fatores ambientais sdo limitantes as
condicdes de determinados grupos de individuos, ou seja, leva-se em consideracdo a
adaptabilidade do micro-organismo para sua permanéncia no ambiente, ocorrendo uma selegéo
natural de individuos mais adaptados em determinadas restri¢Ges, o qual, 0 comportamento dos
individuos em determinado meio deve-se a fatores bidticos e abioticos, que acabam delimitando

uma area caracteristica, denominada de nicho (McGill et al., 2007).

Kielak et al. (2016), estudaram a sucesséo da comunidade bacteriana nas diferentes fases
de decomposi¢do da madeira de pinho, aplicando a teoria de nicho ou a neutra, de acordo com
as interagOes das comunidades bacterianas com o meio e, puderam observar que na fase inicial
da decomposicao a densidade da comunidade bacteriana foi resultante de um processo aleatério
(teoria neutra) e nas fases intermediaria e final da decomposi¢do, a densidade da comunidade
bacteriana foi resultante de fatores ambientais (teoria do nicho).

Outra perspectiva de estudar o comportamento dos micro-organismos € através da
relacdo entre biomassa fungica e biomassa bacteriana, avaliando suas flutuac6es ao decorrer do
tempo em relagdo a algum processo, como por exemplo, um estudo da comunidade microbiana
entre a conversdo de um ecossistema de floresta nativa para um ecossistema de monocultivo
onde houve uma dominancia da biomassa bacteriana em relagdo a biomassa fngica em ambos

0s ecossistemas (Gannes et al., 2016).
2.7 Métodos de identificacdo de micro-organismos

Para quantificar e identificar um determinado grupo de micro-organismos faz-se
necessario o uso de técnicas especificas, dadas através do método dependente de cultivo
(isolamento em meio de cultura), e dos métodos independentes de cultivo (biblioteca 18S do

rDNA e analise de acidos graxos).

Alguns estudos tém avangado em pesquisas com micro-organismos através de métodos
independentes de cultura, facilitando a compreenséo da dinamica populacional da microbiota
no solo fornecendo mais opgdes e abrindo espago para pesquisas nunca realizadas devido as
limitagdes do método dependente de cultura (Houlton et al., 2006; Roesch et al., 2007; Levy-
Booth et al., 2014).
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A limitacdo do meio por cultivo em placas da-se devido as condi¢es do meio artificial
ndo serem fiéis ao ambiente do solo, e ao fato de que algumas espécies microbianas crescerem
somente sob condic¢Bes fisioldgicas especificas, as quais o meio de cultivo artificial ndo

consegue reproduzir (Heuer et al., 2001).

Uma forma alternativa de avaliar os micro-organismos, superando o problema da
seletividade do cultivo em placas, é através da analise de &cido graxo fosfolipidicos (Tunlid e
White, 1992; Frostegard e Baath, 1996; Bossio e Scow, 1998; Zelles, 1999; Pankhurst et al.,
2001), baseando-se na extracdo, fracionamento, metilacdo e cromatografia dos componentes do
material a ser analisado. O que torna esse método viavel é o fato de que os fosfolipideos estdo
associados ao componente ativo da microbiota do solo, devido a sua presenca em membranas
de células vivas, podendo ser diretamente correlacionados com micro-organismos vivos, uma
vez que esse fosfolipideos se degradam quando hd& morte celular (Zelles, 1999). Outra
caracteristica importante é que sdo encontrados em grandes propor¢fes constantes nos micro-

organismos, tornando-0s um biomarcador.

Ha dois tipos importantes de lipidios encontrados em organismos, os fosfolipideos
(constituintes da membrana) e lipidios neutros (de armazenamento de energia em Eucariotos),
ambos os tipos de lipidios contém &cidos graxos ligados a um esqueleto de glicerol, porém
apenas os acidos graxos de fosfolipidios (PLFAS) séo utilizados para descrever a comunidade
microbiana estrutural no solo (Olsson, 1999). Muitos estudos ja utilizam dessa pratica de
identificacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Acidos graxos biomarcadores de micro-organismos.

C14, C15, Bactérias
C16,C17  gram-positivas
cyl7:0, Bactérias
cy19:0 gram-
negativas
C16, C17,  Actinomicetos
C18, C19
16: 1o5 Fungos
micorrizicos
16: 107, 18: Bactérias
1 o7 generalizadas
18:109 Bactérias
generalizadas
18: 26,9 Fungos
saprofiticos

Djukic et al., (2010), Ushio et al., (2008), Desvilettes
etal., (1997), Narendrula-Kotha e Nkongolo (2017),
Joergensen e Wichern (2008), Malik et al., (2016),
Rinnan e Baath (2009)

Djukic et al., (2010), Narendrula-Kotha e Nkongolo
(2017), Rinnan e Baath (2009)

Djukic et al., (2010), Narendrula-Kotha e Nkongolo
(2017), Joergensen e Wichern (2008)

Djukic et al., (2010), Ushio et al., (2008), Desvilettes
etal., (1997), Olsson (1999), Joergensen e Wichern
(2008).

Djukic et al., (2010), Olsson (1999), Joergensen e
Wichern (2008), Joergensen e Wichern (2008).
Ushio et al. (2008), Desvilette et al.,
(1997),Narendrula-Kotha e Nkongolo (2017),
Joergensen e Wichern(2008), Kaiser et al., (2010)

Djukic et al., (2010), Narendrula-Kotha e Nkongolo

(2017), Joergensen e Wichern (2008), Malik et al.,
(2016), Kaiser et al., (2010)
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Descricdo da area de estudo e das espécies selecionadas

O local selecionado para o presente estudo foi o Jardim Boténico da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro devido a sua preservacdo de espécies arbdreas nativas da Mata
Atantica. Com uma extenséo de aproximadamente 50.000 m?, o jardim boténico, esta situado
na Rodovia BR 465, Km 7, Campus Universitario, no Municipio de Seropédica, no estado do
Rio de Janeiro, nas coordenadas geogréaficas 22°45'54.6" de latitude Sul e 43°41'32.3" de
longitude Oeste. De acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), o Municipio
de Seropédica possui um clima tropical subdmido, apresentando temperatura média anual de
22,7 °C, e precipitacdo media anual de 1291,7 mm. A classificacdo do clima é Aw, segundo

Koppen.

A fim de auxiliar nas aulas e pesquisas botanicas do Instituto de Biologia da
universidade, em 1980 o Jardim Boténico foi fundado na Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e, atualmente, esta sob responsabilidade da Pré-reitoria de Pesquisa e P6s- Graduacéo,

tendo a pesquisa como seu principal objetivo, visando a conservacao da biodiversidade.

Para 0 experimento foram selecionadas duas espécies arbdreas, Paubrasilia echinata
(pau-brasil) e Inga laurina (ingd), sendo utilizado como pardmetros sua frequéncia, localidade
e /ou importancia. Nessas espécies foi feita a avaliacdo dos principais componentes da
microbiota envolvida, e a relacdo desta microbiota no processo de decomposicdo de suas

respectivas serapilheiras.

Os dados meteoroldgicos utilizados foram temperatura (°C) e precipitacdo
pluviométrica (mm), obtidos da estacdo meteoroldgica Ecologia Agricola, do Municipio de
Seropédica/ RJ, fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).

3.2 Implantacgdo do experimento

Foram utilizadas trés arvores de cada espécie, em que folhas verdes foram coletadas
diretamente da copa de cada arvore com auxilio de um poddo. Em seguida o material foi
transferido para o Laboratdrio de Indicadores Edafo-Ambiental (LIEA) e seco em estufa a
temperatura de 65° C por 48 h. Separou-se uma quantidade de 10 g para acondicionar em sacolas
de polivinil litter bags com malha de 4 mm, area de 25 x 25 cm e 1,5 cm de altura. Embaixo da

copa de cada arvore de cada espécie foram instaladas 15 “litter bags” no inicio de Agosto de
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2016. As coletas foram realizadas nos intervalos de 0, 10, 30, 140, 240 e 365 dias, sendo

retirados em cada coleta trés “litter bags”, perfazendo trés repetigdes por area.

Para a analise nutricional, em cada coleta, os litter bags foram novamente secados em
estufa a 65 °C por 48 h, até atingir massa constante. Em seguida, foi feito o exame visual do
conteldo, para a retirada de particulas de terra, fungos, insetos, dentre outros. Posteriormente,
o material foi pesado, quantificando-se sua massa em balanga analitica com precisdo de 0,01g.

Para o estudo da microbiota, em cada coleta foi retirado o material fresco dos litter bags,
separando-o0s em quantidades definidas para as analises através do cultivo em placas (método
dependente de cultivo) e do perfil de acido graxo (método independente de cultivo) e, dado
procedéncia com suas respectivas metodologias.

3.3 Decomposicao da serapilheira e liberagdo de nutrientes

As folhas dos litter bags, foram trituradas e, em seguida, submetidas a digestdo
sulfurica, para a quantificacdo dos teores de N, P, K*, com o objetivo de se elaborar a curva de
liberacdo de nutrientes. A metodologia para analise de N e P baseou-se nas recomendacdes de
Tedesco et al. (1995) e, os teores de K*, pelo método da Embrapa (1979). Ap6s obter as
concentracgdes foi calculado, para cada coleta, a taxa de liberacdo de cada nutriente através da

expressao abaixo:

Concentragiocoletaanterior—Concentracgiocoletaatual

Taxa de liberacio(%) = X100 (1)

Concentragiocoletaanterior(g.Kg—1)

A taxa de decomposicdo foi quantificada através de medidas de perda de massa,
calculando-se a diferenca entre as quantidades iniciais do material original contido no litter bag
(tempo zero = 10 g) e as que permaneceram no periodo de cada coleta. Mediantes a esses
valores, foi estimada a constante de decomposicao k (Equacéo 1), conforme Thomas e Asakawa
(1993):

em que, Xt = peso do material remanescente apds t dias e X0 = peso do material seco

originalmente colocado nos sacos no tempo zero (t = 0).

O coeficiente deste modelo exponencial, bem como as curvas que caracterizam a perda

de peso (decomposi¢do) do material foliar foi produzido com o auxilio do programa
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SIGMAPLOT 12.0. O tempo de meia-vida do material (Equagédo 2) foi estimado conforme
Rezende et al. (1999).

t'/2 = In(2)/k (3)
em que, k € a constante de decomposicéao estimada pelo software SIGMAPLOT 12.0.
3.4 Atributos quimicos do solo

Retirou-se amostras de solo na area de projecao da copa das espécies selecionadas, nas
profundidades de 0-5 cm com a ajuda de um trado de rosca. Sendo tomadas cinco amostras
simples, gerando uma amostra composta, num total de trés amostras compostas por espécie. As
amostras de solo foram secas ao ar, destorroadas, peneiradas em malha de 2 mm e,
caracterizadas quanto a fertilidade e granulometria segundo Embrapa (1997), em que o pH foi
determinado em &gua; os teores de fosforo disponivel, por fotocolorimetria; o potassio e sddio
por fotometria de chama; célcio, magnésio, aluminio trocavel, acidez extraivel e carbono

organico, por titulagéo.
3.5 Avaliacdo da microbiota

Em um ano, para cada coleta feita, foram retirados trés litter bags de cada arvore
selecionando uma quantidade de serapilheira especifica (para cada método), juntando-as e
fazendo uma amostra composta a qual foi submetida a identificacdo e avaliacdo de grupos de
micro-organismos, através da analise por identificacdo de UFC (Unidade Formadora de
Col6nia) e através da andlise de perfil de &cidos graxos, utilizando-se de acidos graxos

biomarcadores de micro-organismos.
3.5.1 Unidade formadora de Colonia

A populacdo de cada grupo de micro-organismos foi determinada pela contagem padréo
usando a técnica de Spread- Plate em meio Agar Martin (Martin, 1950), Agar Nutriente
(ANVISA, 2004), Agar Caseina Dextrose Amido (Kuster e Williams, 1964, Arifuzzaman et al.,
2010), e Agar Eosina Azul de Metileno (Reis Tebaldi et al., 2008), para a identificacio de

fungos, bactérias gram-positivas, actinomicetos, e bactérias gram-negativas, respectivamente.

Aliquotas de 5 g de serapilheira foram suspensas em 45 mL de solugdo NaCl 0,85%.

Apos forte agitagdo e decantacdo, foi transferido 0,1 mL da suspensdo para tubos contendo 9
mL de agua peptonada 0,1%. Utilizaram-se diluicbes de 10° a 10° para a quantificacio de
unidades formadoras de col6nia. Logo apos, foi retirado 0,1 mL desta solugéo e, realizou-se o
plagueamento em forma de gotas, com 2 repeti¢cdes para cada diluicdo de micro-organismos.
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As placas de Petri foram colocadas em estufas a 32° C por 48h para bactérias e actinomicetos
e, 25° C por 5 dias para fungos (Santos-Gonzélez et al., 2007). A leitura foi baseada na presenca

ou auséncia de UFC sobre cada gota (Davet e Rouxel, 2000).
3.5.2 Perfil de &cidos graxos

A serapilheira foi seca em estufa a 35 °C até atingir peso constante. Foram selecionados
2 g de folhas. Os lipideos microbianos foram extraidos a frio com cloroférmio através do
método de Folch et al. (1957). O método de esterificacao utilizado foi determinado por Joseph
e Waksman (1992).

Os &cidos graxos foram determinados por meio de cromatografo de gas (Shimadzu,
Tbquio, Japdo), equipado por um injetor de separacdo (1:50) um detector de ionizacao de chama
e uma estacdo de trabalho. A separacdo cromatogréafica foi realizada em cromatografo de gas
Shimadzu GC- 2010 Plus, equipado por uma coluna capilar de silica fundida CP-SIL 88 100 m
x 0,25 mm x 0,20mm de espessura de filme. O programa cromatografico de temperatura foi:
temperatura inicial de 100 °C/ 5min, seguido de 5 °C/ min, até 160 °C (0 min), 8 °C/min, até
230 °C/12 min; As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C e 280 °C,
respectivamente. Hidrogénio foi utilizado como géas transportador, com taxa de fluxo de 30mL/
min. Os tempos de retencdo dos padroes FAME foram utilizados para identificar os picos
cromatograficos das amostras. A quantificacdo foi realizada por calibracdo externa com
intervalo de concentragdo de 0,3 a 7 mg mL™X. O biomassa microbiana foi estimada através da
quantidade total de acidos graxos (g/100g de lipideo) extraidos. Os acidos graxos utilizados
como biomarcadores foram 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 16:1, 17:1 para bactérias e, 18:2n6,9
para fungos, para a biomassa bacteriana foi feita a soma de todos os biomarcadores (Malik et
al., 2016). As raz@es F:B (fungo/bactéria) foram calculadas usando quantidades lipidicas.

3.6 Analises estatisticas

Foi realizada a analise descritiva dos dados e a verificagdo da normalidade dos erros,
antes da execuc¢do da andlise de variancia (ANOVA). Tanto a verificacdo da normalidade
quanto a ANOVA foram executadas com o auxilio do software R versédo 3.4.3. Foi utilizado a
andlise de correlagdo de Pearson e a andlise de componentes principais para auxiliar na
avaliacdo da relacdo entre micro-organismos, taxa de liberacdo de nutrientes e fatores abidticos,
comparando as duas metodologias de identificacdo de micro-organismos, possibilitando a
observacao da variacdo multidimensional dos dados avaliados em um diagrama, colocando-os
em ordem nos eixos, de acordo com suas similaridades em volta das variaveis empregadas,

considerando autovetor <0,70 como de baixa associacdo na interpretacdo dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dinamica de perda de massa

O Pau-brasil apresentou percentual de perda de massa maior em todas as coletas em
relacdo ao ingd. Ambas as espécies apresentaram seu apice de perda de massa em 140 dias ap6s
a instalacdo do experimento, coincidindo com o periodo de maior precipitagdo pluvial (Figura
1). Costa et al. (2005) também observaram, em seus estudos com eucaliptos, uma maior perda
de massa com o periodo de maior precipitacdo. Alves et al. (2006), estudando a decomposicéo
pela técnica de colocacdo de litterbags, também verificaram que a taxa de decomposicao
aumentou no periodo de mais precipitacdo pluvial. Muitos estudos comprovam esse aumento
de perda de massa da serapilheira através do aumento da precipitacdo (Wieder e Wright 1995;
Austin e Vitousek 2000; Wieder et al., 2009). Isso pode acontecer devido a atividade
microbiana responsavel pela decomposicao ser muito pequena quando expostas a periodos mais
secos (Bouskill et al., 2013).
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Figura 1. Correlagdo entre a porcentagem de perda de massa da serapilheira foliar das espécies
estudadas (pau-brasil e inga) e a precipitacdo ao decorrer de 365 dias.

Apbs o término do experimento, em 365 dias, 0 pau-brasil e inga o apresentaram,
respectivamente, 50,2% e 28,2% de perda de massa foliar, havendo diferenca significativa entre
os tratamentos (Figura 2). O inga, por ser uma espécie que possui, em sua composi¢do quimica,
a presenca de saponinas que, apresentam propriedades surfactantes e detergentes, podendo

inibir o crescimento de determinados micro-organismos (Alvarez et al., 1998).
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Dinamica de perda de massa
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Figura 2. Curva de decomposicdo da serapilheira do pau-brasil e ingd. Médias seguidas por
uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
T.
4.2 Constante de decomposicdo e tempo de meia vida

O pau-brasil apresentou a maior constante de decomposicdo (K) havendo, assim, uma
menor quantidade de dias necessarios para a decomposicao de sua serapilheira, estimando,
aproximadamente, 363 dias para 0 pau-brasil alcancarem 50% de decomposicdo de sua
serapilheira (Tabela2). Ja o tempo de meia-vida do inga ultrapassou o periodo do experimento,
ndo podendo obter uma estimativa concreta da decomposicdo de sua serapilheira, a espécie
também apresentou menor velocidade de decomposi¢do quando comparado a outras
leguminosas arbdreas estudadas por Duarte (2007).

Tabela 2. Valores da constante K e do tempo de meia-vida das espécies estudadas.

Espécies K(g.gldia) t2(dias)
Pau-brasil 0,001911237 362,67
Inga 0,000915274 -
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O valor de K para o pau-brasil foi similar ao que Silva et al. (2013) encontraram em
seu estudo com plantio misto de espécies nativas de povoamentos vegetais, e também no
estudo em uma floresta de sucessdo secundaria espontanea realizado por Fernandes et al.
(2006). Ambos os estudos citados retratam o ambiente ao qual as espécies pau-brasil e inga
encontravam-se, no entanto, o inga apresentou um valor de K inferior, necessitando de mais
tempo para a mineralizacdo de seus nutrientes através da decomposicao, isso pode ter
ocorrido devido a essa espécie possuir lignina e polifendis em sua composicao estrutural
sendo de dificil degradacéo e, também, por possuir uma taxa de respiracao baixa (Duarte et
al., 2009).

4.3 Dinamica de liberacéo de nutrientes e fertilidade do solo

Comparando-se as duas espécies estudadas em relacdo a concentracao de nitrogénio,
fosforo e potassio na serapilheira foliar, o pau-brasil foi 0 que alcangou maiores concentragdes
para todos o0s trés nutrientes e, também, alcangou uma maior média percentual de perda de tais
nutrientes. O nitrogénio foi o nutriente com maior concentragdo encontrado na serapilheira,
seguido por potassio e, por ultimo, o fésforo que foi o nutriente com menor quantidade de massa

remanescente (Figura 3).
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Figura 3. Curva de liberacéo de nutrientes da serapilheira do pau-brasil e do inga ao decorrer
de 365 dias.

Em relacdo ao N, P e K, a espécie mais rica foi o pau-brasil, sendo essa a espécie que
também apresentou um maior decomposic¢do da serapilheira, sustentando a hipotese de Lugo et
al., (1990) em seu estudo da decomposicdo da serapilheira de diferentes povoamentos,
mostrando que a serapilheira que apresenta maior concentracdo de nutrientes apresenta maior
velocidade de decomposicéo.
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A taxa de liberacdo do nitrogénio, do fosforo e do potéssio obtiveram sua maior
porcentagem em 140 dias ap0s a implantacdo do experimento, coincidindo com o periodo de
maior pluviosidade, estando em concordancia com o estudo de Selle (2007).

Varsha et al. (2002), relataram, que a temperatura ideal para a solubilizacdo do fosforo
seja por volta de 28 °C, isso pode explicar, parcialmente, a maior taxa de liberacdo desse
nutriente aos 140 dias (Figura 4).
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Figura 4. Correlacdo entre liberacdo de fosforo da serapilheira do pau-brasil e do inga e
temperatura ao decorrer de 365.

Com relacéo a perda total, foi observado que o potassio apresentou a maior percentagem
de perda com 97%, devido ao fato desse nutriente ndo depender da mineralizacdo da matéria
organica para a sua disponibilizacdo no solo, seguido por 36,8% do fosforo e 20,18% do
nitrogénio (Tabela 3). Schreeg et al. (2013), estudando a solubilidade desses nutrientes tambem
observou essa ordem K>P>N. O K é o nutriente com maior taxa de liberacdo em todos 0s
ecossistemas (de Andrade et al. 1999), isso acontece devido ao fato de que esse nutriente se
encontra em componentes ndo-estruturais e na forma idénica no vacutolo das células das plantas,
sendo rapidamente lixiviado, com pouca dependéncia a acdo dos micro-organismos
decompositores, ao contrario do P, que sua disponibilidade estd diretamente ligada a acao

decompositora dos micro-organismos (Marschner, 1997).
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Tabela 3. Porcentagem de perda total de nutrientes da serapilheira das espécies estudadas ao
decorrer de 365.

Perda total (%0)

N P K*
Pau-brasil 22,36 53,22 96
Inga 18 20,44 98
Média 20,18 36,8 97

N&o houve diferenca significativa em relacdo aos teores sob o pau-brasil e o ingd. O
Al*2 apresentou valor baixo no solo do pau-brasil e médio no solo do ingé, sendo capaz de gerar

influéncia no processo de mineralizacdo da matéria organica (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacdo da fertilidade do solo na profundidade de 0-5 cm na area de projecao

da copa de cada espécie estudada.

Espécie Prof. pH Ca*? Mg*? Al* K* P
0-5ecm e cmol¢ kg------------- mg kg*
Pau-brasil 4,94a 2,09a 0,76a 0,11a 85,96a 10,07a
Inga 4,12b 1,84a 0,61a 0,53a 96,31a 14,1a

Em que: Tratam. = espécies arboreas estudadas; Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo

diferem, entre si, pelo teste T, a 5% de significancia.

O pH apresentou valores baixos de 4,94 e 4,12, para 0 pau-brasil e para o Inga,
respectivamente, indicando a presenca de aluminio trocavel, havendo diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 4). Pau-brasil e inga sdo espécies da familia Fabaceae, que tem por
caracteristica possuir, na regido rizosférica, micro-organismos fixadores de nitrogénio, que
provocam a liberacdo de protons, podendo ter facilitado a acidificacdo do solo (Haynes, 1983).

Tanto o solo do pau-brasil quanto do ingéa apresentaram valores médios de Ca*?, Mg*?
e P podendo ter sofrido influéncia dos valores altos de K" apresentados por ambas as espécies
(Tabela 4). O Ca*? faz parte, estruturalmente, das células do tecido vegetal, portanto, sé ha total
liberacdo desse nutriente ap6s a completa decomposicao da folha (Godinho et al., 2014), com
isso, a espécie com maior velocidade de decomposi¢do apresenta a maior concentragio de Ca*?

no solo (Cobo et al., 2002), esse comportamento foi observado em ambos 0s solos estudados,
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onde, o pau-brasil apresentou uma maior velocidade de decomposi¢do e também apresentou
uma maior concentracdo de Ca*? armazenado no solo, e o inga por apresentar uma menor

velocidade de decomposicao foi observado uma menor quantidade de Ca*? no solo.

4.4 Dinamica populacional da microbiota
4.4.1 Método por cultivo em placa por e contagem de UFC

O pau-brasil e o inga tiveram comportamentos semelhantes em relacdo a dinamica
populacional das bactérias, expressando seu pico de crescimento em 30 dias de decomposicao,
com o pau-brasil apresentando 6,5x10° UFC e 3,6x10'° UFC, para gram-positivas e gram-
negativas, respectivamente, e o inga apresentando 4,23x10° UFC e 2,4x10%*® UFC para gram-
positivas e gram-negativas, respectivamente (Figura 5). A presenca de actinomicetos apenas foi
observada em 30 e 140 dias. O apice de crescimento dos fungos diferiu entre as espécies, o qual
para o pau-brasil foi em 30 dias (Figura 5a), apresentando 2,91x10° UFC e, para o inga foi em

140 dias, apresentando 2,56x10° UFC (Figura 5b).
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Figura 5. Dindmica populacional dos grupos de micro-organismos da serapilheira das espécies
pau brasil (a) e inga (b) ao decorrer de 365 dias.
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Os actinomicetos so apareceram na fase intermediaria da decomposicéo. Fraga et al.
(2012) conjeturam que esse grupo de micro-organismos necessite de disponibilidade rapida de
nutrientes, sendo que no inicio da decomposicdo a liberacdo de nutrientes é de forma lenta
devido a necessidade de degradacdo de macromoléculas complexas do tecido vegetal em
decomposicdo e, no final da decomposicdo ja ndo ha tanta disponibilidade de nutrientes no
material vegetal, fazendo com que esses micro-organismos ndo consigam competir com outras
bactérias e fungos, 0s quais possuem estratégias especializadas tanto para degradar a matéria
organica bruta quanto para sobreviverem em ambientes com baixa quantidade de nutrientes
(Pereira et al. 1999).

Tanto o pau-brasil quanto o inga apresentaram maior concentracdo de bactérias em
relacdo ao numero de fungos (Figura 6). Yang et al. (2017), analisando a microbiota de espécies
da mesma familia que as espécies estudadas, também observaram uma maior quantidade de
bactérias comparado aos fungos, uma explicacéo para esse padrédo estar relacionado as bactérias
terem acesso ao fornecimento de nutrientes aos quais os fungos nao tém.

Em 140 dias foi observada a temperatura média de 28,8 °C (Figura 6) e precipitacédo de
159,6 mm (Figura 7) e, segundo Moreira e Siqueira (2002), temperaturas em torno de 28 °C a
35 °C e alta umidade contribuem para 0 aumento das atividades da microbiota em reacGes
quimicas e fisicas, isso explica o fato de mesmo a maioria dos micro-organismos terem
apresentado seu apice de crescimento em 30 dias, a taxa de decomposicdo de ambas as espécies

ter sido maior em 140 dias.
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Os fungos encontrados no ingé apresentaram seu apice de crescimento em 140 dias,
coincidindo com o periodo de maior precipitagdo (Figura 7), estando em concordancia com 0s
resultados de (McGuire et al., 2012) evidenciando a influéncia da umidade do solo na
composicao da comunidade fungica.

A lignina é uma substéncia ndo hidrofila, ndo contribuindo significativamente com a
adsorcdo de &gua quando comparada a hemicelulose e celulose (Moreschi, 1975), devido ao
inga possuir alto teor de lignina em sua estrutura foliar (Duarte et al., 2009) pode ser que essa
caracteristica tenha ocasionado uma maior lentiddo no processo de decomposicdo pelas
atividades da microbiota, pois, as folhas da serapilheira dessa espécie necessitam de maior
pluviosidade a fim de garantir uma umidade ideal para a atividade de micro-organismos. E,
uma vez que, em ambas as espécies as condi¢des climaticas eram as mesmas, o pau-brasil pode
ter alcancado uma posicao dianteira na decomposicdo através de uma maior quantidade de
micro-organismos decompositores por ter uma estrutura foliar menos recalcitrante, estando de
acordo com Lashermes et al. (2016) que dizem que a serapilheira com maior contetido estrutural

sollvel apresenta uma maior velocidade de decomposicao.

4.4.2 Método por perfil de acidos graxos

O 4cido graxo biomarcador com maior abundéncia foi 0 16:0 em ambas as espécies em
todas as coletas feitas, exceto na coleta feita em 140 dias (Figura 8). Houve maior concentragédo
do acido graxo 18:2w6 no ingéd (Figura8b) quando comparado ao pau-brasil(Figura 8%) ,
podendo ser explicado pelo fato da composicao vegetal dessa espécie ser rica em compostos
mais recalcitrantes, e fungos sdo especializados nesse tipo de degradacdo, estando de acordo
com o estudo feito por Rubino et al. (2010)
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Figura 8. Acidos graxos biomarcadores encontrados no pau-brasil (a) e inga (b) ao decorrer de
365 dias de decomposicdo da serapilheira.

4.4.3 Método por perfil de &cidos graxos vs método por cultivo em placa

A Andlise de Componentes Principais (ACP), para a avaliacdo dos micro-organismos
através do método de identificacdo por cultivo em placa, na espécie pau-brasil, indicou a
formacéo de dois eixos principais que juntos explicaram 91,88 % da varia¢do dos dados (Figura
9a). O primeiro eixo explicou 59,12%, sendo que as variaveis que mais contribuiram na sua
formagéo foram fungos, actinomicetos, N, P, temperatura e precipitacdo (Figura 9a; Tabela 5).
O segundo eixo explicou 32,56% e as variaveis bacterias gram-positivas e bactérias gram-
negativas tiveram forte contribuicdo na formacdo desse eixo (Figura 9a; Tabela 5). Para a
avaliacdo dos micro-organismos por meio do perfil de &cidos graxos, nessa mesma espécie
arborea, os dois eixos principais formados na ACP juntos explicaram 76,8% da variacdo dos

dados (Figura 9c). Sendo que o primeiro eixo explicou 52% com as varidveis que mais
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contribuiram na sua formacdo foram os biomarcadores 17:1 (bactérias) e 18:2»6,9 (fungos), o
N, P, K e a precipitacdo e a temperatura (Figura 9c; Tabela 5).
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Figura 9. Andlise dos componentes principais. Variaveis: micro-organismos. Através da
identificacdo por meio do cultivo em placa (a) e por meio do perfil de &cidos graxos (b), da taxa
de liberacdo de nutrientes (N= nitrogénio, P= fosforo, K= potéssio), da precipitacdo e da
temperatura ao decorrer de 365 dias de decomposicao da serapilheira do pau-brasil e do inga.
Para a espécie inga, a ACP também indicou a formacdo de dois eixos principais que,
juntos explicaram 88,98% da variacdo dos dados (Figura 9b). O primeiro eixo explicou 71,95%,
tendo maior contribuicdo das varidveis fungos, actinomicetos, bactérias gram-positivas,
bactérias gram-negativas, N e K (Figura 19; Tabela 5 ). O segundo eixo explicou 17,03% e as
variaveis N e P foram as que obtiveram maior contribuicdo (Figura 9a, Tabela 5). Quanto a
avaliacdo dos micro-organismos por perfil de &cidos graxos, para essa mesma espécie, foi
observado que os dois eixos principais juntos explicaram 81,59% da varia¢do dos dados (Figura
9d). O primeiro eixo explicou 53,76%, onde as variaveis que mais contribuiram foram o
biomarcador 16:0, 16:1, 17:0, 17:1, 18:0 (bactérias) e 18:2w6,9 (fungos) (Figura 9d; Tabela 6).
Ja o segundo eixo explicou 27,82% da variagdo dos dados e as variaveis que mais contribuiram

para sua formacéo foram N, P e K (Figura 9d; Tabela 5).
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Através do método de cultivo em placa, foi observada correlacdo de todos os micro-
organismos (bactérias, fungos e actinomicetos) com os 30 dias de decomposi¢éo da serapilheira
de ambas as espécies (Figura 9a; Figura 9b), com excecao dos fungos no inga que, apresentaram
correlacdo com os 240 dias de decomposicédo (Figura 9b). Ja, através do perfil de acidos graxos,
observou-se correlacdo dos biomarcadores de bactérias e de fungos com o periodo
compreendido entre 240 e 365 dias de decomposicao para o pau-brasil (Figura 9c), no entanto,
os biomarcadores encontrados na serapilheira do inga estiveram correlacionados com trés
épocas diferentes de decomposicéo, sendo elas, 10, 30 e 365 dias (Figura 9d). O que se ressalta,
é o fato de que, em ambas as espécies arboreas, o 17:1, que é um dos biomarcadores de
bactérias, foi 0 Unico acido graxo que apresentou correlacdo com os 140 dias de decomposicao

(Figura 9c; Figura 9d).

Tabela 5. Coeficientes de correlagdo entre as variaveis avaliadas e os eixos da andlise de

componente principais para a metodologia por cultivo em placa.

Pau-Brasil Inga

Unidade formadora de colbnias

Variaveis
Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2

Fungos 0,82 0,57 0,94 0,29
Actinomicetos 0,86 0,48 0,70 0,62
Bactérias gram 0,58 0,80 0,76 0,33
+

Bactérias gram - 0,55 0,83 0,86 0,14
N 0,87 -0,47 -0,71 0,70
P 0,86 -0,37 -0,66 0,74
K 0,58 -0,57 -0,77 0,62
Temperatura 0,84 -0,38 0,41 0,41
Precipitacdo 0,87 0,48 0,12 0,12
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Tabela 6. Coeficientes de correlagdo entre as variaveis avaliadas e os eixos da andlise de
componente principais para a metodologia de perfil de acidos graxos

Pau-Brasil Ingé
Variaveis Perfil de acidos graxos
Eixo 1 Eixo 2 Eixo 1 Eixo 2
14:0 -0,07 0,74 0,53 0,30
15:0 -0,05 0,53 0,46 0,42
16:0 0,41 0,90 0,90 0,12
16:1 -0,20 0,42 0,86 0,46
17:0 -0,39 0,73 0,75 0,44
17:1 -0,95 -0,27 -0,77 0,19
18:0 0,20 0,98 0,90 0,23
18:206,9 0,73 0,52 0,76 0,06
N 0,76 -0,57 0,37 -0,87
P 0,79 -0,56 0,40 -0,80
K 0,78 -0,56 0,40 -0,88
Temperatura -0,74 -0,39 -0,82 0,04
Precipitacdo -0,92 -0,30 -0,81 0,34

Pela anédlise de correlacdo de Pearson, foram observadas, para ambas as espécies,
correlacdes da taxa de liberacdo do nitrogénio com a precipitacdo (pau-brasil: r=0,99, p=0,0001;
inga: r=0,83, p=0,04) e da taxa de liberacdo do fosforo com a precipitacao (pau-brasil: r=0,90,
p=0,01; inga: r=0,92, p=0,01) e, apenas no pau-brasil foi observado correlagdo da taxa de
liberacdo do nitrogénio com a temperatura (r=0,88, p=0,02) e da taxa de liberacdo do fosforo
com a temperatura (r=0,91, p=0,01). Quanto ao método de cultivo em placa, pau-brasil e inga
tiveram comportamentos semelhantes ao auge populacional das bactérias em 30 dias de coleta,
tanto para gram-negativas quanto para gram-positivas, e para actinomicetos, onde foram
observados seus maiores crescimentos populacional no periodo compreendido entre 30 e 140
dias, ndo possuindo correlagéo de nenhum desses grupos de micro-organismos com as taxas de
liberacdo dos nutrientes e com os fatores abioticos. Em relagdo ao apice de crescimento de
fungos, houve dissimilaridade entre as especies arboreas, o qual para o pau-brasil foi em 30
dias e, para o inga foi em 140 dias, tendo esta ultima espécie apresentado correlacdo de fungos
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com a taxa de liberacdo do fésforo (r=0,93, p=0,006), temperatura (r=0,86, p=0,02) e
precipitacdo (r=0,86, p=0,02)

Ja pelo método de identificacdo de micro-organismos por perfil de acidos graxos, ndo
houve correlacdo entre o biomarcador de fungos e a taxa de liberacéo de fosforo. Tanto pau-
brasil quanto inga apresentou, em 140 dias, maior concentracao do &cido graxo biomarcador de
bactéria 17:1, sendo correlacionado com a taxa de libera¢do do nitrogénio (pau-brasil r=0,98,
p=0,0003; inga r=0,81, p=0,04) e do fosforo (pau-brasil r=0,84, p=0,03; inga r=0,88, p=0,02)
e, também, com a temperatura (pau-brasil: r=0,88, p=0,02; inga: r=0,90, p=0,01) e a
precipitacdo (pau-brasil: r=0,99, p=0,0001; ingé: r=0,96, p=0,003), em ambas as espécies. Os
outros acidos graxos se concentraram entre o periodo de 240 e 365 dias, ndo possuindo
correlacdo significativa entre as taxas de liberacdo dos nutrientes e os fatores abioticos
estudados.

A degradacdo dos polimeros vegetais ocorrem através das atividades da microbiota em
reacOes quimicas e fisicas por intermédio de a¢Oes enzimaticas, a qual, segundo Moreira e
Siqueira (2002) ha maior eficiéncia catalitica através de temperatura e umidade mais elevada.
Este padrdo pode explicar o fato da maior taxa de liberacdo do nitrogénio e do fdsforo estar
correlacionada com a precipitacdo em ambas serapilheiras das espécies arbéreas estudadas, e a
temperatura apenas na serapilheira do pau-brasil. A correlacdo da taxa de liberacdo do fésforo
com a temperatura, na espécie pau-brasil, estd em concordancia com o estudo feito por Narsian
e Patel (2010), que relata que a temperatura ideal para a solubilizacdo do fosforo gira em torno
de 28 °C, coincidindo com a temperatura a qual foi correlacionada a maior taxa de liberacdo do
nutriente, no presente estudo.

Como j& mencionado, o ingé é rico em lignina e polifendis em sua estrutura foliar, essa
caracteristica pode interferir na velocidade de decomposicdo das folhas e, consequentemente,
influenciar na taxa de liberacdo dos nutrientes (DUARTE et al., 2009). Fungos tém como uma
das principais funcdes, a degradacdo de lignina (AUER et al. 2014), esse grupo de micro-
organismos sdo chamados de oligotroficos, pois mineralizam de forma lenta e eficiente as fontes
de carbono recalcitrantes (KORANDA et al. 2014), e também sdo responsaveis pela
solubilizacdo do fosforo (SHARMA et al. 2013), pois produzem enzimas chamadas fosfatases
(YAN, 2014). Essa relacéo entre fungos e fosforo pode explicar as correlacdes encontradas no
ing4, pressupondo que haja a necessidade de grupos mais especializados de micro-organismos
de modo a romper essas camadas menos sollveis. Com isso, a juncéo de elementos favoraveis
tais como alta precipitacdo e temperatura ideal, aliado a maior quantidade de fungos especificos

a solubilizacdo do fosforo gerou uma taxa de liberacdo desse nutriente no mesmo momento do
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apice da taxa de liberacdo para 0 mesmo nutriente no pau-brasil, que por ter sua estrutura menos
recalcitrante esperava-se que a velocidade da taxa de liberagdo de nutrientes fosse maior. Esse
resultado corrobora o estudo de McGuire et al. (2012), que também observaram uma correlacao
positiva entre a riqueza de fungos e o aumento da precipitacdo em um estudo da comunidade
microbiana fangica em uma Floresta Tropical.

O mesmo padréo pdde-se observar na correlagéo significativa do biomarcador 17:1, que
foi o Unico acido graxo, dentre os avaliados, associado a taxa de liberacdo de nitrogénio e
fosforo em ambas as espécies arboreas. Este fato pode ter ocorrido devido a esse acido graxo
ser um biomarcador de bactérias gram-positivas (NARENDRULA-KOTHA e NKONGOLO,
2017), e também por essas bactérias estarem associadas a mineralizagdo de substratos mais
complexos (WHITAKER et al.,, 2014), se encaixando no grupo de micro-organismos
oligotroficos, assim como os fungos (KORANDA et al., 2014). Logo, tendo as condicdes ideais
de precipitacdo e temperatura agindo em conjunto com essas bactérias gram-positivas, houve
maior taxa de liberacdo de nitrogénio e fosforo, em virtude da quebra da camada mais
recalcitrante por esse grupo de micro-organismos. Provavelmente esse biomarcador 17:1 deva
ser de um grupo especifico de bactérias gram-positivas as quais, por motivo de seletividade, o
método por cultivo em placa nédo foi capaz de detectar a presenca.

Em relacdo aos fungos do ingd, supostamente, a maioria dos fungos responsaveis pela
taxa de liberacdo do fosforo ndo possuem o &cido graxo 18:2w6,9 como um potencial
biomarcador, uma vez que ndo foi observada correlacdo positiva entre fungos e taxa de
liberacdo de fosforo, ndo sé pelo método de cultivo em placa, mas também pelo método por

perfil de &cidos graxos.
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5 Conclusdes

A serapilheira, de ambas as espécies alcangou sua maior porcentagem no periodo
de maior precipitacdo, havendo diferenca significativa na decomposicédo entre as duas especies,
ao final de 365 dias de decomposicdo, ao qual o pau-brasil apresentou maior velocidade de
decomposigdo, maiores concentracbes de nutrientes e, consequentemente, maior taxa de

liberacdo dos mesmos, também coincidindo com o periodo de maior precipitacao.

Houve correlacdo das taxas de liberacdo dos nutrientes, juntamente com a temperatura
e a precipitacdo, com o periodo de 140 dias de decomposicdo da serapilheira, e a maioria dos
grupos de micro-organismos identificados pela técnica de cultivo em placa apresentam
correlacdo com periodo de 30 dias de decomposicdo da serapilheira, de ambas as espécies
arboreas.

A taxa de liberacdo de N e P foram positivamente associadas a precipitacdo em ambas
as espécies.

O ingé apresentou correlacdo da taxa de liberacdo do P associada a trés varidveis
(fungos, temperatura e precipitacdo), porém, ndo obtem a mesma correlagdo com o biomarcador
de fungos, quando analisado pelo método de perfil de &cidos graxos.

O é&cido graxo 17:1 ¢é o Unico biomarcador associado a taxa de liberacdo de nitrogénio e
fésforo.

As metodologias utilizadas apresentam comportamentos complementares em suas

informacdes.
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