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PREFACIO

Os avang¢os na tecnologia e na industrializacdao, associados as mudancas
introduzidas no manejo agricola, trouxeram consigo ndo somente beneficios ao
ser humano mas também problemas ambientais. Para atender a esta nova
demanda, a microbiologia e a bioquimica, como dois integrantes da ciéncia
ambiental, precisaram buscar novos prismas de analise para solucionar questdes
relacionadas as praticas agricolas, a ecologia microbiana do solo, a ecotoxicologia
e aos diversos aspectos da biotecnologia. Esse novo desafio precisou englobar
também tecnologias microbianas associadas as rizosferas, aplicadas, por exemplo,
na reabilitacdo de solos degradados. O conhecimento de métodos e seu
embasamento tedrico é fundamental para o sucesso do trabalho e para a
cooperagdo com outras areas correlatas da ciéncia ambiental.

O grande desafio é desenvolver ou adaptar métodos para monitorar e
avaliar o impacto antropogénico sobre os processos hiolégicos do solo e sobre
0os organismos que nele habitam, em condicbes de campo. Devido a
complexidade das propriedades biolégicas e bioquimicas, qualquer indice de
qualidade do solo deve incluir diversas variaveis dessas areas para que estas
possam refletir a realidade dos complexos processos que compdem a qualidade
do solo. Esses parametros devem, também, atender as necessidades dos
estudos, como: andlise de risco causado pelo uso de pesticidas em solos
araveis; andlise e previsao de risco pelo uso de lodo de esgoto, composto,etc;
monitoramento do impacto causado pelo uso da terra e predicdo das mudancgas
na qualidade do solo em decorréncia da adog¢do de novas préticas, impacto
causado pelo derramamento intencional ou acidental de compostos quimicos,
avaliacao da melhoria na qualidade do solo apés sua remediacdo, ou na
caracterizagdo de diferentes solos segundo critérios fisico-quimicos, biol6gicos,
bioquimicos etc.

O tratamento desses dados também precisou buscar uma nova filosofia
de andlise para atender a essa demanda tdo complexa, incorporando-se, para
tanto, aferramenta matematica de analise multivariada de dados, descrita em
um dos capitulos deste manual.



O presente manual descreve métodos e técnicas de analise dos indicadores
biologicos e bioquimicos normalmente usados para compor os indices de
gualidade do solo, interfaceando, para tanto, a biologia, a microbiologia, a
guimica e a bioquimica do solo, cujos conceitos e métodos experimentais
foram adotados em nossos laboratorios.

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto
Pedro José Valarini
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RECOMENDAGCOES ESPECIAIS

Os laboratérios da Embrapa Meio Ambiente possuem "Manual de Normas
e Procedimentos de Seguranca" proprios. Vale ressaltar que cada laboratorio,
pelas suas particularidades, demanda normas de seguranca e de gerenciamento
diferenciadas. Descrevemos aqui apenas algumas recomendacgdes béasicas para
a conducéao eficiente dos trabalhos com a devida precaucéo.

Manipulacao de reagentes

* Qualquer reagente ou solucdo deve SEMPRE estar devidamente rotulado e
identificado (nome do produto, concentracdo, data do preparo e quem
preparou).

* Ler SEMPRE o conteudo do réotulo para se informar sobre as recomendacgdes
ou consultar literatura especializada, antes de manipular qualquer produto.

* Manipular reagentes volateis SOMENTE dentro da capela com exaustéao,
para prevenir a inalacdo de gases téxicos.

* Usar luvas e Oculos de segurancga para manipular substancias toxicas. Usar
mascara para gases volateis, mesmo operando na capela.

* NUNCA pipetar com a boca. Usar acessoérios apropriados.

» Para diluir um &cido, SEMPRE derramé-lo sobre a &gua.



Manejo do Lixo Laboratorial

* Acondicionar restos de solugcbes e produtos de reacbes em recipientes
apropriados, devidamente identificados, para posterior descarte (ou
incineracdo). Ter o cuidado em ndo misturar substancias incompativeis.
Consultar um técnico de segurancga.

* Nunca despejar substancias quimicas nas pias.

* Solventes devem ser acondicionados em bombonas separados das solugdes
aquosas (contendo, por exemplo, metais e substancias téxicas).

» Acondicionar dejetos solidos (poliacrilamida e plasticos contaminados) no
recipiente especifico.

* Os meios de cultura utilizados nos ensaios devem sofrer autoclavagem antes
de serem descartados.

* Agulhas, laminas e ponteiras devem ser depositadas em "lixos especiais”
e NUNCA em cestos para "lixos comuns".

Uma orientacdo sobre descarte seguro de pequenas quantidades de
substancias quimicas de uso nos laboratérios pode ser encontrada no catalogo
Aldrich Catalogue Handbook of Fine Chemicals. Para informacdes mais
detalhadas, consultar as seguintes bibliografias:

PITT, M.J. et al. Handbook of laboratory waste disposal. Chichester: Ellis
Horwood, 1985.

ARMOUR, M.A. Hazardous laboratory chemicals disposal guide. Boca Raton:
CRC Press, 1991.

LUNN, G. et al. Destruction of hazardous chemicals in the laboratory. 2. ed.
Chichester: J. Wiley, 1994.



|. ESTRATEGIAS PARA ANALISE INTEGRADA DO SOLO

|. ESTRATEGIAS PARA ANALISE
INTEGRADA DO SOLO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto
Pedro José Valarini

Quais parametros definem a qualidade do solo?

Devido a sua importancia, muitas tentativas de definicdo da qualidade
do solo estdo descritas na literatura (Doran & Parkin, 1994; Persson &
Otabbong, 1994), bem como sugestdes de métodos e estratégias para sua
caracterizacdo (Domsch et al., 1983; Brookes, 1993; Doelman & Vonk, 1994;
Ledn & van Gestel, 1994; Kennedy & Papendick, 1995a; Kennedy & Smith,
1995b; Torstensson, 1993; Torstensson, 1997). Doran & Parkin (1994)
sugeriram que a qualidade do solo deve ser definida como sendo "a
capacidade, de um dado solo, em funcionar no ecossistema para sustentar a
produtividade biolégica, manter a qualidade ambiental e promover a saude
do animal e da planta".

A qualidade do solo pode melhorar ou deteriorar dependendo dos fatores
que a influenciam. Porém existem aqueles fatores que sédo fixos e, portanto,
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INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

nao podem ser modificados, tais como: geoldgico, topografico, climatico e o
tempo.

Compostos xenohidticos emitidos por fontes locais ou aqueles presentes
em locais de descarte sdo, normalmente, restritos em termos espaciais. Mas
estes podem se tornar muito concentrados a ponto de afetarem a qualidade
do solo. Além do mais, esses compostos, quando o atingem podem ser
transportados pelo processo de adsorcdo/dessorcédo, ser transformados ou
nao ao longo do perfil de solo e atingir as dguas superficiais e subterraneas,
dependendo das caracteristicas deste.

Outro parametro a ser considerado € o papel dos microporos na sorgéo e
liberacdo de poluentes (Bergstrom & Stenstrdm, 1998) e sua importancia na
biodisponibilidade dos compostos xenobiéticos, sendo necessarios, portanto,
estudos mais profundos. Os microporos, que ocupam a interface entre as
trés fases do solo (sélido, liquido e ar), abrigam muitas das respostas
relacionadas a questdo de lixiviacdo e transporte de compostos quimicos
pelo perfil do solo.

O ecossistema do solo pode, também, sofrer distirbios em conseqiéncia
das préticas agricolas, como o preparo, fertilizacdo, controle de doencas e
pragas, tipos de cultura, processo de colheita etc.

O grande desafio é desenvolver ou adaptar métodos para monitorar e
avaliar o impacto antropogénico sobre os processos biolégicos do solo e
sobre os organismos que nele habitam, em condicbes de campo. Qualquer
indice de qualidade do solo deve incluir, além dos indices convencionais e
oficiais (fisico e quimico), diversas varidveis biolégicas e bioquimicas para
gue, em conjunto, possam refletir os complexos processos que afetam a
qualidade do solo. Esses parametros, analisados de forma integrada, devem,
também, atender as necessidades pertinentes ao estudo e ao ecossistema.

No caso dos estudos ecotoxicolégicos, a minhoca foi selecionada como
parametro animal, e também outros invertebrados foram sugeridos para testes
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I. ESTRATEGIAS PARA ANALISE INTEGRADA DO SOLO

laboratoriais de efeitos indiretos. Porém ainda nédo existe um método validado
para testes que possam ser adotados em condicdes de campo. Estudos
baseados no comportamento, reproducdo, mudanga na comunidade etc. foram
sugeridos, mas estes apresentam problemas operacionais, como alto custo e
consumo de tempo.

Os microbiologistas, por outro lado, utilizaram métodos que refletem a
estrutura da comunidade (Baath et al.,, 1998) e atividade microbiana
(Torstensson et al., 1998; Palmborg et al., 1998; Pell et al., 1998; Stenstrém
et al., 1998), porém estes testes ainda apresentam variacbes na sua
sensibilidade (Domsch et al., 1983; Dighton, 1997). H& quem acredite que a
determinacdo da variabilidade de micorrizacdo por profundidade possa abrir
novos horizontes de pesquisa e o funcionamento do ecossistema seria utilizado
para criar relevantes sistemas de teste (Kling & Jacobsen, 1998). Os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) constituem a interface viva entre o solo e as
raizes de plantas para o transporte de nutrientes. Estes sdo considerados grupos
de microrganismos do solo de importancia direta na absor¢cdo de nutrientes
pelas plantas herbaceas. Os FMA também contribuem na formacdo de
agregados do solo e na protecdo de plantas contra a estiagem e os patégenos
do solo. Portanto, na avaliacdo da qualidade do solo é importante considerar o
enfoque qualitativo e quantitativo desse parametro (Kling & Jacobsen, 1998).

As enzimas estdo presentes no solo na forma bidtica associada aos
microrganismos viaveis ou as faunas do solo e na forma ndo associada as
células vivas (abidticas), como enzimas extracelulares, células mortas ou
complexadas aos col6ides organicos e minerais. A atividade enzimatica no
solo tem um papel importante por participar da catalise de inUmeras reacfes
necessarias para o ciclo de vida de microrganismos no solo, para a
decomposicdo de residuos organicos no ciclo de nutrientes e na formacédo da
matéria organica e estrutura do solo. As enzimas apresentam grande potencial
como indicadoras da qualidade do solo por estas serem sensiveis as variagdes
induzidas pelos fatores ambiental e de manejo, e os procedimentos de sua
andlise sdo relativamente simples e rapidos (Dick,1994)
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INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

Sendo o solo uma matriz muito heterogénea, o método de amostragem
deve levar em consideracdo a presenca de grande variabilidade. Seria desejavel
que fosse elaborado um procedimento geoestatistico para mapear a
distribuicdo dos contaminantes nos solos (caracterizacdo do problema) e que
este fosse utilizado como uma ferramenta propicia para acompanhamento
amostrai e dos resultados de monitoracgao.
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Il. METODOS QUIMIOMETRICOS NA ANALISE INTEGRADA DE DADOS

1. METODOS QUIMIOMETRICOS
NA ANALISE INTEGRADA DE DADOS

Ronei Jesus Poppi
Marcelo Martins de Sena

Introducao

Com a crescente sofisticagcdo das técnicas instrumentais de andlise
guimica, impulsionada pelo avanco de microprocessadores e
microcomputadores nos laboratorios, técnicas de tratamento de dados mais
complexas do ponto de vista matematico e estatistico tornaram-se uma
realidade (Bruns & Faigle, 1985).

s

A analise de dados é uma parte essencial em todo experimento, sendo
univariada quando somente uma variavel é medida sistematicamente nas
varias amostras. Ha muito tempo a estatistica univariada vem sendo
aplicada a problemas quimicos, mas a sua utilizacdo tornou-se muito
limitada. Nas ultimas décadas, a andalise multivariada foi introduzida no
tratamento de dados quimicos, ganhando rapidamente popularidade e dando
origem a uma nova disciplina, batizada Quimiometria. O modelo estatistico
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dos métodos multivariados leva em consideracao a correlagcdo entre muitas
variaveis medidas simultaneamente, permitindo a extracdo de uma
guantidade muito maior de informacéao.

A seguir, serd descrito, como exemplo, o estudo da utilizagcdo de métodos
guimiométricos em analise de solos. O solo € uma estrutura complexa formada
pela influéncia de fatores geoldgicos, topogréaficos, climaticos, temporais e
antropogénicos; € também a parte mais importante da geosfera, de onde
provém a maior parte dos nossos alimentos. Além disso, ele funciona como
uma espécie de filtro ambiental para a purificacdo da dgua e do ar (Torstensson
et al., 1998).

O interesse maior na analise de solos estd centrado nos parametros
guimicos (concentracdo de metais e nutrientes, pH etc.), fisicos (compactacéo,
umidade etc.) e biolégicos (processos microbianos, etc.), os quais sao
considerados indicadores de sua qualidade. Dentre os parametros do solo, o
mais estudado é a matéria organica (MO). Ela controla muitas de suas
propriedades e é um fator central na manutencdo de sistemas agricolas
sustentaveis (conceito de manejo do solo) e no controle da erosdo. As
substancias humicas (Piccolo, 1996), polimeros naturais formados pela
atividade de microrganismos durante a decomposicdo de plantas e animais,
sdo uma parte da MO que exerce importante papel no transporte,
biodisponibilidade e complexacdo de nutrientes e metais pesados no solo.
Além destes, outro grande interesse na analise de solos é medir sua
contaminacdo por pesticidas e metais pesados. Para o acompanhamento de
todos esses parametros, a quimica analitica tem contado, nos ultimos anos,
com um grande avan¢co no desenvolvimento de técnicas instrumentais, tais
como espectroscopia e cromatografia.

Os métodos quimiométricos possuem um enorme potencial no tratamento
das questdes descritas acima. Entretanto, até a segunda metade dos anos
80, a sua presenca na literatura era escassa. A partir dos anos 90, nota-se
um aumento significativo de suas aplicagdes, elevando a capacidade de se
extrair informacdes dos dados provenientes da andlise de solos. Com isto,
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pode-se afirmar que estd em curso um processo de substituicdo de muitos
métodos tradicionais de andlise univariados por métodos multivariados. Mas
esse processo estid ainda em seu comeco e h4 a necessidade de uma ampla
divulgacdo, para que cada vez mais, maior nimero de pesquisadores tomem
contato com esta ferramenta de otimizagdo, que é a quimiometria.

Métodos descritivos exploratorios

1. Anéalise de Componentes Principais (PCA)

A Analise dos Componentes Principais, PCA (Geladi & Kowalski, 1986;
Martens & Naes, 1989; Zampronio, 1998) (do inglés "Principal Component
Analysis"), possui por finalidade basica a reducdo de dados a partir de
combinacbes lineares das varidveis originais.

A PCA decompde uma matriz de dados X (onde as n linhas sdo as amostras
e as m colunas, as variaveis) de posto (“rank"™) h, como uma soma de matrizes
de posto igual a 1, como na equacédo 1:

X =M, + M2+ M3+ .. + Mh 1)

onde o posto expressa o numero de vetores linearmente independentes
de uma matriz.

Essas novas matrizes de posto um sdo produtos de vetores chamados
"scores”, th e "loadings"”, ph Estes "scores" e "loadings" podem ser calculados
por um ajuste de minimos quadrados. A operacdo é equivalente ao calculo de
autovetores e autovalores de uma matriz por "Singular Value Decomposition”
(SVD). A equacdo pode ser representada na forma vetorial,

N —MP1T O R2P2 L. Ph A

na forma matricial,
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X =TP 3)

ou graficamente, como na Figura 1

Figura 1. Representacéo grafica da somatdria dos produtos dos vetores scores e loadings.

Para exemplificar the ph a Figura 2 ilustra no plano bidimensional duas
variaveis, x, e x2. A Figura 2A mostra uma componente principal (CP), a reta
gue aponta na direcdo de maior variabilidade das amostras (pontos 1 a 6) da
Figura 2B. Os "scores" thsdo as proje¢cdes das amostras na direcdo da CP
(Fig. 2B) e os "loadings" p hsédo os cossenos dos angulos formados entre a CP
e cada variavel (Fig.2A).

As novas variaveis, as CPs, sao ortogonais entre si e, portanto, ndo
correlacionadas. Normalmente, as primeiras CPs explicam a maior parte da
variancia total contida nos dados e podem ser usadas para representa-los.

A Andlise de Fatores é adotada em boa parte da literatura como sinénimo
de PCA, porém alguns autores (Jdreskog et al., 1976; Forina et al.,, 1988)
definem esses termos como métodos diferentes, com base no modo como os
fatores (ou CPs) sdo definidos. Na PCA os fatores devem explicar o maximo
da variancia contida em todas as variaveis observadas, engquanto que na
analise de fatores, eles devem explicar o maximo da intercorrelacdo entre as
variaveis. Neste trabalho, de acordo com a maioria da literatura em quimica,
ambos os termos, fatores e CPs, serdo tratados como equivalentes.
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Figura 2. Representacdo de uma Componente Principal (CP) no caso de duas varidveis: (A) os
loadings sé@o os angulos do vetor direcdo; (B) os scores sdo as projecfes das amostras
1-6 na direcdo da CP. Notar que os dados estdo centrados na média.

2. Aplicagdes de métodos exploratérios em andlise de solos

A PCA é um método exploratdrio porque ajuda na elaboracdo de hipoteses
gerais a partir dos dados coletados, contrastando com estudos direcionados
nos quais hip6teses prévias sao testadas. Ela é capaz de realizar a separacao
entre a informacdo importante e a redundante.

Para a andlise exploratéria, é de fundamental importancia entender que
0os "scores" fornecem a composicdo das CPs em relagcdo aos objetos
(amostras), enquanto os loadings fornecem essa mesma composicdo em
relacdo as varidveis. Como as CPs sdo ortogonais e, portanto, néo
correlacionadas, € possivel examinar as relacdes entre os objetos através
dos graficos dos scores, projetados nas primeiras CPs, e entre as variaveis,
através dos gréaficos dos loadings. Esses graficos apresentam informacfes
Uteis sobre tendéncias subjacentes e caracteristicas da estrutura dos dados,
tais como agrupamentos de objetos ou variaveis e caracterizacdo dos
chamados outliers (amostras mal comportadas, que ndo se encaixam no
modelo). 0 estudo conjunto de scores e loadings permite estimar a influéncia
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de cada variavel em cada objeto e pode ser feito através dos assim chamados
gréaficos bip/ots. Nos biplots, ambos, scores e loadings, sdo normalizados e
representados em um mesmo espaco, facilitando, desta maneira, a
visualizacdo das relagdes reciprocas entre objetos, varidveis e CPs.

A aplicacdo desta ferramenta estd exemplificada no estudo da avaliagédo
de propriedades do solo, realizado em duas regides distintas do estado de
Sé&o Paulo.

2.1 Avaliacdo de propriedades do solo

Nenhuma medida isolada, seja biol6gica, fisica ou quimica, podera dar
uma ampla visdo da qualidade do solo. Existe, portanto, a necessidade de
uma avaliacdo integrada dos diversos aspectos dessa qualidade (Torstensson
et al.,, 1998).

Esta estratégia foi aplicada no estudo comparativo entre sistemas de
manejo do solo que utilizam microrganismos benéficos associados aos restos
culturais, aqui chamados sustentaveis, com sistemas que fazem uso intensivo
de herbicidas e fungicidas, chamados convencionais (Sena et al., 1998, 1999,
2000). Espera-se que aincorporacdo de MO e de restos de culturas, combinada
com a inoculacdo de microrganismos benéficos em substituicdo ao uso de
agrotoxicos, proporcione uma melhora nos parametros quimicos, biolégicos
e bioquimicos, além de aumentar a estabilidade do solo em comparacdo com
praticas de manejo convencionais.

O primeiro estudo foi realizado em trés areas no municipio de Suzano
(regido leste da Grande Sao Paulo) (Sena et al., 1999, 2000). Na primeira
area foram separadas quatro faixas, uma de agricultura sustentavel (T1S),
uma de pastagem (T2P), uma de agricultura convencional (T3C) e uma de
mata nativa (T4M); na segunda éarea foram separadas duas faixas, uma de
agricultura sustentavel (T5S) e uma de agricultura convencional (T6C); na
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terceira area foram separadas trés faixas, uma de agricultura sustentavel
(T7S), uma de mata nativa (T8M) e uma de agricultura convencional (T9C).
Foi analisado o conjunto das nove faixas. Para cada faixa foram coletadas 10
amostras compostas de solo. Para cada amostra foram medidos 21 parametros
guimicos e biolégicos: fésforo (P), matéria organica (MO), pH, potassio (K),
célcio (Ca), magnésio (Mg), acidez total (H + Al), aluminio (Al), soma de bases
(S), capacidade de troca catibnica (CTC), volume de saturagdo por bases (V),
boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), bactérias
esporulantes (Bae), actinomicetos (Ac), microrganismos celuloliticos (Cel),
teor de carbono em polissacarideos (Ps) e atividade de desidrogenase (Dh).

A PCA foi aplicada aos valores médios das 10 amostras de cada faixa.
Foi construida uma matriz 9x21 (9 faixas x 21 variaveis). Neste tipo de
analise, os dados sempre devem ser previamente auto-escalonados
(normalizados para média zero e variancia um), para assegurar que todas as
variaveis contribuam igualmente para o modelo, independente da escala em
que foram medidas. Todos os célculos foram feitos no "software" "MATLAB
5.2", utilizando o pacote "PLS Toolbox 2.0" (Wise & Gallagher, 1998).

O objetivo principal da PCA ¢é a reducdo da dimensao dos dados originais.
Estes sdo muitas vezes redundantes, porque estdo correlacionados. As CPs
sdo calculadas levando em conta essas correlacdes, mas elas mesmas néo
estdo correlacionadas entre si (por isso, a ortogonalidade entre elas). Neste
caso, as 21 variaveis originais devem ser reduzidas a umas poucas novas
variaveis independentes (CPs), que expliguem a maior parte da informacéao
relevante, simplificando com isso, a interpretacdo dos dados e eliminando a
informacdo desnecessaria. O sistema original de coordenadas (21 variaveis
projetadas em 9 objetos) é transformado, de modo que o eixo da primeira CP
esteja na direcdo do maximo de variancia contida nos dados. A segunda CP
deve ser ortogonal a primeira e explicar a maior quantidade de variancia
restante. E assim, sucessivamente, devem ser obtidas as outras CPs. Ap6s a
transformacao, o analista deve escolher o numero de CPs que utilizard em
seu modelo. Deve-se ressaltar que o ponto de maior dificuldade na PCA
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consiste justamente nesta escolha, ndo havendo uma regra geral. O analista
deve tomar a sua decisdo baseado em consideracfes, tanto do ponto de
vista estatistico (quantidade de variancia explicada pelo modelo), quanto do
ponto de vista fisico/quimico/biolégico (interpretacdo/significado real das CPs).

Na presente analise, foi escolhido um modelo que, com duas CPs, explica
76% da variancia dos dados originais. A terceira CP, que explica 11,3% da
variancia total, foi considerada sem importancia para a interpretacdo de
tendéncias nos dados. A Tabela 1 mostra a porcentagem de variancia
explicada por cada CP.

Tabela 1. Porcentagem de variancia explicada por cada componente principal (CP). Dados de

Suzano.
NUmero do % de variancia % Total de variancia
componente explicada por esta CP explicada pelo
principal modelo
1 51.37 51.37
2 24.62 75.99
3 11.32 87.31
4 04.86 92.17
5 03.62 95.80
6 02.31 98.11
7 01.01 99.12
8 00.88 100.00
9 00.00 100.00
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Figura 3A. Resultado da analise de componentes principais (PCA), mostrando as duas primeiras
componentes principais para os dados de Suzano: grafico dos scores.

A Figura 3 mostra os graficos das duas primeiras CPs. O gréafico de
scores (Fig. 3A) permite a caracterizacdo de tendéncias entre as faixas. A
primeira CP (51,4%) é responsavel pela diferenciacdo entre os tipos de manejo
do solo, enquanto a segunda (24,6%) separa as faixas de acordo com a area
de origem. Na CP1 as faixas de agricultura sustentavel, T1, T5 e T7,
apresentam valores positivos, contrastando com as faixas de mata, T4 e T8,
gque apresentam valores negativos; as faixas de agricultura convencional e
pastagem, T2, T3, T6 e T9, apresentam valores intermediarios. A CP2 possui
valores positivos para as faixas da terceira area (T7-T9), intermediarios para
a segunda area (T5 e T6) e negativos para a primeira area (T1-T4).
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Figura 3B. Grafico dos loadings, para os dados de Suzano.

O grafico de loadings (Fig. 3B) permite a caracterizacdo de tendéncias
entre as variaveis. Observando-se ao longo do eixo da CP1, as variaveis que
mais influenciam diretamente nas faixas sustentaveis (valores positivos) séo
P, pH, Ca, Mg, S, V, Mn, Zn, Bae e Cel, enquanto as varidveis que caracterizam
a mata (valores negativos) sdo MO, H+ Al, Al+3f Fe e Dh. Pode-se notar, ao
longo do eixo da CP2, que as variaveis que mais contribuem para a
diferenciacdo entre as areas sao MO, CTC e B (influenciam diretamente na
terceira fazenda - valores positivos na CP2); e Cu e Dh (influenciam na
primeira area - valores negativos na CP2). Através dos graficos biplots (Fig.
3C) é possivel visualizar conjuntamente as relacdes entre as CPs, as faixas e
as variaveis. No proximo exemplo, a discussdao sera feita somente através
de biplots, ja que estes condensam toda a informacdo contida nos gréficos
de scores e de loadings.

Em um segundo estudo foram escolhidas trés fazendas no municipio de
Guaira (regido norte do Estado de Sado Paulo): Macauba, Lagoa do Fogéo e
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Cuiabanos (Sena et al., 1998, 2000). Em cada fazenda foram separadas
cinco faixas (correspondente a um quarto da area sob piv6é central), duas de
sistema sustentavel, duas de sistema convencional e uma de mata nativa.
Para cada faixa foram coletadas 10 amostras compostas do solo. Para cada
amostra foram medidos 8 parametros biolégicos e bioquimicos: pH, leveduras
(Lev), actinomicetos (Act), microrganismos celuloliticos (Cel), microrganismos
solubilizadores (Sol), teor de carbono em polissacarideos (Ps) em mg/g de
solo, atividade de desidrogenase (Dh) em |iL de H/g de solo e biomassa
microbiana (BiM) em ~g de C/g de solo.

Figura 3C. Gréfico biplot para os dados de Suzano.

Como no estudo anterior, a PCA foi aplicada aos valores médios das 10
amostras de cada faixa. Para cada fazenda, partiu-se de matrizes 5x8 (5
faixas x 8 variaveis), selecionando-se um modelo que, com duas CPs, explicou
entre 85 e 91% da variancia total (Macauba: 87,37%; Lagoa do Fogéo:
85,35%; Cuiabanos: 91,17%). A Figura 4 apresenta os graficos biplots de
CP1 x CP2 para as trés fazendas: Macauba (Fig. 4A), Lagoa do Fogédo (Fig.
4B) e Cuiabanos (Fig. 4C).
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Em todos os casos, o primeiro fator a ser modelado foi a separacdo da
faixa de mata (valores negativos na CP1) das demais faixas (valores positivos
na CP1l). As faixas de mata caracterizaram-se por uma alta biomassa
microbiana (BiM) e uma baixa composi¢cdo de celuloliticos (Cel). A CP2 foi
interpretada como sendo um fator de separacdo entre as faixas de sistema
sustentavel e convencional. Os parametros bioquimicos, polissacarideos (Ps),
desidrogenase (Dh) e biomassa microbiana (BiM), se correlacionaram
positivamente com as faixas de tratamento sustentavel, enquanto
microrganismos celuloliticos e solubilizadores (Sol) correlacionam-se
negativamente. A Fazenda Macauba apresentou a melhor separagdo entre
faixas de sistemas sustentaveis e convencionais. Em todos os casos, a CP3
(que explicava entre 6 e 11 % da variancia) foi descartada como sendo um
fator de diferenciacdo entre faixas de mesmo tratamento.
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Figura 4A. Resultado da andlise de componentes principais (PCA), mostrando os biplots das duas
primeiras componentes principais para os dados de Guaira: Fazenda Macauba.
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A PCA permitiu, portanto, distinguir quais as variaveis ou fatores que

mais influenciaram na separacdo entre amostras de solos submetidas a
diferentes tipos de manejo.
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Figura 4B. Grafico biplot. Fazenda Lagoa do Fogao.

2.2 Outras aplicacdes

Um exemplo importante encontrado na literatura € o trabalho de Stenberg
et al. (1998), que aplicou PCA para avaliar a qualidade de solos cultivados.
Neste trabalho, as variaveis quimicas, fisicas e biolégicas foram medidas em
dois grupos de amostras: no primeiro, 52 amostras de um mesmo campo
(chamado Ekhaga) e no segundo, 26 amostras de diferentes solos abrangendo
toda a Suécia. A aplicagdo da PCA possibilitou a identificagdo das principais
tendéncias nos dados (de acordo com as PCs) e relacionou-as com trés fatores:
matéria orgéanica, pH e atividade microbiana. Além disso, foi possivel visualizar
a separacao das amostras em funcdo da granulometria, do tipo de cultura do
solo e de sua localizacdo geogréfica.
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Figura 4C. Gréfico biplot: Fazenda Cuiabanos.

Muitos trabalhos recentes procuraram aplicar esse tipo de estratégia
para avaliar a fertilidade do solo e comparar as condicdes de manejo. Estes
estudos permitiram classificar solos de acordo com a sua fertilidade (Nolin et
al., 1989), comparar nutrientes de plantas e solos (Németh et al.,, 1993) e
determinar os fatores que controlam a mineralizacdo de nitrogénio em solos
umidos (Gonzéalez-Prieto et al., 1992), a denitrificacdo em solos cultivados e
ndo cultivados (Horwath et al., 1998) e a deterioracdo de solos semi-aridos
pelo seu uso (Quiroga et al., 1998). Outra aplicacédo interessante foi o estudo
dos parametros que controlam a atividade de microrganismos benéficos,
para estabelecer um controle biol6gico (Duffy et al.,, 1997).

A utilizacdo de modernas técnicas analiticas instrumentais pode gerar
dados com grande potencial de informacdo, abrindo novos horizontes para
as estratégias multivariadas. A Espectroscopia no Infravermelho (IV) é a
técnica mais usada, principalmente na determinacdao de MO, sendo que o
solo pode ser classificado de acordo com o seu teor de MO (Henderson et al.,
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1989). Outra opgdo € o uso da combinagcdo PCA/IV na selecdo de amostras
de solo que tenham grande variabilidade de propriedades, partindo-se de
uma grande populagdo (Stenberg et al., 1995).

Outro grande objetivo das estratégias multivariadas exploratorias é o
estudo da contaminacdo de solos por metais pesados e outros poluentes. Os
fatores (ou CPs) obtidos na PCA podem ser usados para caracterizar fontes
poluentes de metais pesados. Uma boa ilustracdo desta aplicacao é o artigo
de Krieg & Einax (1994), que estudaram este tipo de contaminacdo em
diferentes locais da Alemanha, préoximos a industrias.

A PCA, além de ser usada no estudo direto dos contaminantes no solo,
pode ser util na escolha das melhores condicdbes para métodos de
determinacdo. Kokot et al. (1992) compararam qual o melhor, dentre 18
extratores, para a digestdo em forno de microondas de 5 metais determinados
por Analise de Absorcao Atbmica (AAS). Pyle et al. (1996) estudaram qual a
melhor, dentre as 4 técnicas analiticas instrumentais, para a determinacao
de chumbo e cadmio em 50 amostras de solo.

Steinheimer et al. (1994) correlacionaram as variaveis que influenciam
na eficiéncia da extracdo por fluido supercritico de pesticidas no solo.
Almendros (1995) usou a Anélise de Fatores por Correspondéncia para estudar
as interacdes entre pesticidas e substancias himicas no solo e Helena et al.
(2000) usaram a PCA no estudo da evolugcdo temporal da composicdo de
aguas subterraneas.

Finalizando, constata-se que métodos, como o estudo de correlagdes
individuais entre variaveis, ainda sédo aplicados em sistemas como o0s aqui
descritos, embora para isso eles se mostrem muito limitados. Existe portanto,
a necessidade de uma maior interdisciplinaridade na abordagem das questdes
do solo e, para isso, 0s "quimiometristas" poderdao desempenhar um papel
importante junto aos pesquisadores de areas correlatas da ciéncia ambiental.
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I1l. DETERMINACAO DA UMIDADE, PH
E CAPACIDADE DE RETENCAO
DE AGUA DO SOLO

Regina Teresa Rosim Monteiro
Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto

Sédo trés os parametros fundamentais associados ao funcionamento da
cadeia biolégica e bioquimica dos processos que ocorrem no solo, quais sejam
a umidade, o pH e a capacidade de retencdo de agua.

Determinacido da unidade

Procedimentos:

- Pesar aproximadamente 5g de solo Umido (passado por peneira de
2mm de malha) em recipiente de peso conhecido e em balanc¢a analitica;

- Levar a estufa por 24 horas a 105°C;

- AplOs esse periodo, deixar esfriar em dessecador e pesar o recipiente
com o solo seco ;
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- Calcular a umidade pela férmula:

U= W2- W3 x 100%
W3 - W1

Onde:

W1 =peso do recipiente
W2=peso do recipiente + solo
W 3=peso do recipiente + solo seco

A umidade serd dada em porcentagem correspondente a massa de solo.

Derminacédo do pH:

Medida do potencial, eletronicamente, por meio de eletrodo combinado
imerso em suspensao solo:liquido, na proporcédo de 1:2,5.

- Pesar em béquer de 50mL, 10g de solo;
Adicionar 25mL de agua deionizada ;
- Deixar agitar porl 5 a 20 minutos;
- Esperar decantar por cerca de 30 minutos ou mais;
- Medir o pH do sobrenadante, no minimo por 2 minutos e anotar o valor.

Determinacao da capacidade de retencao
de agua

As avalicGes microbiolégicas sédo conduzidas ap6s o ajuste do conteludo
da agua a um valor constante para todos os solos ou, preferencialmente, a
capacidade de retencdo de 4gua, ou a percentagem desse valor. Isso assegura
condicbes semelhantes aos microrganismos quanto a disponibilidade de agua,
condicdo crucial para o seu crescimento e atividade metabdlica.
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Material

Funil de filtracdo
Papel de filtro
Frasco coletor

Procedimento

Pesar em balanca analitica 20g de solo com umidade natural, em duplicata,
colocar sobre o papel de filtro acondicionado no funil e montado sobre o
frasco coletor previamente pesado. Adicionar, em pequenas por¢gfes, 100g
de agua destilada (pesada em uma balanga analitica) e deixar por uma noite.
Cobrir com papel aluminio ou filme de plastico, para evitar a evaporacao.
ApOs esse periodo, dar uma pequena batida na haste do funil para liberar as
Gltimas gotas de 4gua que ficam presas nela. Pesar novamente, numa balanca
analitica, o frasco coletor. As testemunhas, também em duplicata, séo
procedidas da mesma maneira, porém sem 0s solos.

Célculo

% capacidade de retencao = [(1 OO-Wp) + Wi]/dwt x 100

onde

Wp = peso da agua percolada (g).
Wi = conteldo da agua (g) existente inicialmente na amostra.
Dwt = peso seco do solo (g).
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IV. PROBLEMAS ENCONTRADOS
NAAVALIACAO
DE MICRORGANISMOS DO SOLO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto
René Peter Schneider

As determinacgdes da biomassa microbiana e a atividade de microrganismos
no solo apresentam um problema analitico complexo de avaliacdo. Varios
estudos demonstraram que os métodos classicos, como aqueles que envolvem
0 isolamento e subsequente cultivo de microrganismos, ndo sado adequados
para quantificar os microrganismos no solo. O método de contagem de
microrganismos viaveis, em geral, subestima a comunidade microbiana,
guando comparado a técnica de contagem direta (Olsen & Bakken, 1987;
Casida, 1968; Faegri et al.,, 1977). O baixo niumero de microrganismos ativos
nos meios de cultura ocorrem devido aos seguintes fatores:

- somente pequena parte dos microrganismos presentes no meio ambiente
estd em fase de crescimento;

- muitos organismos tém crescimento lento e sua detec¢cdo demandaria
tempos de incubacdo de varias semanas, com o risco de as coldnias
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de crescimento lento serem encobertas por colénias de crescimento
mais rapido;

- a grande diversidade metabdlica dos microrganismos do meio ambiente
dificulta sua replicacdo nos meios de cultura;

Métodos de contagem direta estdo sujeitos, também, as dificuldades
técnicas quando se trata de ecossistemas do solo (Jenkinson & Ladd, 1981).

Corantes fluorescentes especificos, como por exemplo, o diacetato de
fluoresceina (Schnirer & Rosewall, 1982) ou cloreto de 5-ciano-2,3-ditoluil
tetrazdlio (CTC) (Rodriguez et al.,, 1992), foram empregados para se determinar
células metaboiicamente ativas nos solos. Células ativas podem, também,
ser determinadas pela combinacdo de auto-radiografia e microscopia (Baath,
1988; Ramsay, 1984). Entretanto, esta metodologia requer atividade
enzimética na presenca de substratos e estd sujeita as limitagdes associadas
com a densidade de organismos e a espessura do biofilme no campo da
viséo.

A existéncia dos problemas associados ao uso da contagem de organismos
viaveis e microscopia para se estimar a biomassa microbiana no solo tem
estimulado pesquisas no desenvolvimento de novos métodos. Um deles trata
de estimar a biomassa microbiana medindo-se a concentragdo do componente
bioquimico especifico da célula microbiana. Componentes esses, geralmente,
presentes em todas as células, como a analise de acidos graxos fosfolipidicos
(PLFA = Phospholipid fatty acid), podem ser utilizados para se estimar a
biomassa bacteriana e flingica do solo (Frostegard & Baath, 1996) e os
componentes que sdo restritos a subgrupos, como o ergosterol para fungos
(Eash et al., 1996) e o lipopolissacarideo para bactérias (Zelles & Bai, 1993),
sdo utilizados para se definir a estrutura da comunidade. Os métodos
bioquimicos ndo apresentam aqueles problemas associados ao método classico
gue dependem do crescimento microbiano e, por conseqliéncia, nao
apresentam o problema inerente a sele¢do microbiana aos nutrientes e nem
requerem a remocdo das células presentes nas superficies. Os métodos
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bioquimicos sdo geralmente extrativos e estdo muitas vezes sujeitos a
variabilidade da eficiéncia de extracdo e rompimento (lise) das células.

Nota-se que nenhum dos métodos, por si s6, é absoluto, havendo
necessidade de realizar um conjunto de analises para se estimar a comunidade
microbiana e a sua biomassa.
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V. METODOS BASICOS
PARA CONTAGEM DE PATOGENOS
DO SOLO: MEIOS SELETIVOS
PARA ISOLAMENTO, AVALIACAO

E IDENTIFICACAO

Pedro José Valarini

Introducao

Os fitopatdégenos do solo sdo fatores restritivos a maioria das culturas.
Valarini et al. (1996 e 1997) observaram que”a compactacdo do soMera
proporcional alseveridade das doengas causadas por Sclerotinia sclerotiorum
(mofo branco), Fusarium solani e Rhizoctonia so/ani (podriddes radiculares) e
Scl/erotium rolfsii (podriddo do colo), principalmente em culturas de feijao e
tomate. Para melhor compreender esta correlacdo, ressalta-se a importancia do
estudo integrado dos parametros fisico, quimico, biolégico e bioquimico do solo.

0 isolamento e a contagem de microrganismos do solo nos proporcionam

informacédo util quanto ao efeito de fatores ambientais sobre a comunidade
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microbiana do local em estudo, embora este método subestime a populagao
microbiana viadvel. Entretanto, deve-se ter cautela na interpretacdo desses
procedimentos, pois estes trazem pouca informacéo a respeito da importancia
ecolégica dos microrganismos. O objetivo deste capitulo é oferecer uma
introducdo geral as técnicas laboratoriais de preparacdo de meios de cultura
especificos, isolamento dos microrganismos e sua interpretacgao.

Protocolo de analise

1. Método de avaliacao

No caso especifico do feijoeiro, a avaliacdo dos fitopatégenos de solo
consiste em determinar a incidéncia (% de plantas atacadas) e a severidade
das podriddes radiculares (% de dano no sistema radicular) e de colo [F.
sotani, R. so/ani e S. rolfsii) no estadio de desenvolvimento de plantulas (x_20
dias), tanto das amostras de plantulas coletadas diretamente no campo, como
daquelas obtidas a partir do teste da planta indicadora em casa de vegetacao.
Esta avaliacdo podera ser estendida para outras culturas anuais que
apresentam ataque dos mesmos patégenos.

No caso da severidade da doenca, utiliza-se escala de notas variando de
1 a 5, sendo 1= sistema radicular sadio, 2 - sistema radicular fracamente
atacado (1 a 10%), 3= sistema radicular medianamente atacado (11 a 25%),
4= sistema radicular bem atacado (26 a 50%) e 5= sistema radicular
fortemente atacado (51 a 100%).

Com relagé@o a S. sclerotiorum, além da contagem de esclerodios e teste
de viabilidade em laboratério, o patégeno € avaliado no campo (incidéncia e
severidade), nos estadios de florescimento e frutificacdo em feijdo e tomate
industrial.

O teste de patogenicidade dos isolados suspeitos de serem Fusarium
solani e Rhizoctonia so/ani segue 0 seguinte procedimento:
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- Inoculagédo dos isolados em solo esterilizado e semeadura de sementes
sadias de feijdo em casa-de-vegetacdo (teste da planta indicadora) e/
ou técnica do pareamento de culturas puras dos isolados com sementes
pré germinadas como descrito a seguir:

- Pré-germinacao das sementes em placas com papel de filtro umedecido,
por 3 a 4 dias.

- Preparo de laminas estéreis em placas com papel de filtro umedecido.

- Pareamento da semente pré-germinada e do isolado de fungo em lamina
(distdncia de = 1 cm).

A avaliagcdo consiste em verificar o escurecimento das radiculas em
contato com a estrutura do fungo, indicando ser patogénico ou nao. Como
controle, utiliza-se parear a semente pré-germinada com parte do meio sem
o fungo.

2. Método de isolamento

Os patdégenos que produzem estruturas de resisténcia (esclerdédios) no
solo sdo avaliados utilizando-se o seguinte procedimento: amostras de 1kg
de solo sdo passadas em agua corrente através de peneiras de malhas 2,0;
0,85 e 0,36mm de diametro até que permaneca somente material maior que
a malha das peneiras. Para se evitar perda de material, o solo é submergido
em &gua dentro de uma bandeja. A seguir, com a ajuda de pinca, separam-se
as estruturas dos fungos: S. rolfsii (pequenas, <Jmm, arredondadas, marrons
e brilhantes) e 5. sclerotiorum (maiores, de 2 a 5 mm, irregulares, negras e
opacas) de particulas e outros materiais do solo que muitas vezes podem ser
confundidos. A seguir, as estruturas do fungo s&o desinfestadas com
hipoclorito de sédio comercial (1:3) por 3 minutos, plagueadas em meio de
cultura (BDA + estreptomicina) e incubadas em camaras de crescimento a
25°C por um periodo de 2 a 3 dias para verificar aviabilidade e patogenicidade
do fungo.

Manual Técnico - 47



INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO =

@] procedimento para isolamento do Fusarium é o mesmo descrito para
0s grandes grupos de microrganismos, contudo utiliza-se o meio seletivo de
Nash & Snyder (1962). Plaqueia-se a diluicdo 10'2 na quantidade de 0,1mL
por placa. Ap6s o isolamento das coldnias, deve-se proceder ao teste de
patogenicidade das linhagens de Fusarium isoladas.

Os meios de cultura e solu¢cdes para estes testes séao:

BDA + Estreptomicina (para S. sc/erotiorum e S. rolfsii)

Batata ........ccccceeeiiiiieieiennn. 200¢g
Dextrose .....cccoiiiiiieienenn, 20g
Agar..iiiiiiiiieieieeeeeeeeee 20g
Agua destilada................. lO0OOmL

Apés a autoclavagem, adicionar 1g de estreptomicina (de maneira a
formar solugdo 1000ppm (1 g/litro)) dissolvida em &gua esterilizada. No caso
especifico de S. sc/erotiorum, este deve sofrer um choque térmico de 24
horas em geladeira a +5°C.

Solugdo de Hipoclorito de sdédio (1:3)

250mL de hipoclorito de s6dio comercial
750mL de agua destilada

BDA + PCNB (meio semi-seletivo para F. so/ani)

(Pentacloronitrobenzeno)
PCNB (75% PM) - 1g/L de meio

BDA + Benomil (meio semi-seletivo para R. so/ani)

Benomil (50% PM) - 1g/L de meio
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Meio Seletivo para Fusarium (Nash & Snvder, 1962)

Peptona......ccooooioiiiiiiiiiis 15¢g
KHZP 04 oo 19
MGSO4TH oo 0,5g
Agar .o 169
Agua destilada ............... 1000mL

Apés a autoclavagem, adicionar:

Estreptomicina .........cccccoeeee. 0,39
PCNB ..o 1,09
Cloramfenicol .......ccccoeennnnn... 0,25¢g
Acido Léatico 85% .............. 0,4mL

Avaliacdo e calculos

A incidéncia de fitopatégenos é determinada pela contagem do numero
de plantas com sistema radicular afetado em relacdo ao sadio e é dada em
percentagem, enquanto que a severidade da doenca € avaliada por escala de
notas que, no caso, foi tomada variando de 1 a 5 (Figura 1) sendo:

1= sistema radicular sadio;

2= sistema radicular levemente atacado (1 a 10%);

3= sistema radicular medianamente atacado (l1la 25%);
4= sistema radicular bem atacado (26 a 50%) e

5= sistema radicular fortemente atacado (51a 100%).
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Figura 1. Escala de notas da incidéncia de fitopatégenos no sistema radicular.

Neste caso, a partir de 100 plantas avaliadas, constréi-se uma Tabela
na qual, de um lado, consta a escala de notas (1 a 5) e, de outro, o nUmero de
plantas (repetic6es), somando-se as plantas doentes nas diferentes notas e
se aplica a média ponderada para obter a severidade média final do tratamento.

Por exemplo: suponhamos que de 100 plantulas avaliadas, temos uma
incidéncia de 90%, isto é, 90 plantas doentes em 100. Nessas 90 plantas
doentes, a severidade foi de: 15 plantas com severidade 2, 25 plantas com
severidade 3 e 50 plantas com severidade 4. Temos, entao:

indice de Severidade Médio = 1x 10 + 15x2 + 25x3 + 50x4 = 3,15
100

Isto significa que o dano provocado pela doenca no sistema radicular foi
de 11 a 25%.

No caso da contagem de escler6dios em amostras de solo (1kg), é preciso
calcular quantos esclerédios hd em 1m2. Assim, tem-se:

1m2 = 100cm x 100cm = 10000cm2x profundidade de 3cm = 30000cm3
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Se a densidade do solo é 0,90g/cnr3e se d-m/V, temos que:

0,90 = m/30000cm3, portanto m = 27kg de solo.

Se nas amostras de 1kg de solo encontrou-se em média 0,10 esclerddios/
kg, logo em 27kg teremos 2,7 esclerédios/m2
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VI. DETERMINACAO DE
ACTINOMICETOS, LEVEDURAS,
BACTERIAS ESPORULANTES E
SOLUBILIZADORES DE FOSFATO

NO SOLO

Pedro José Valarini

Introducéo

A diversidade bioldgica do solo forma a base de sustentacdo da atividade
agricola, visto que dela derivam a variedade de plantas cultivadas e invasoras,
seus polinizadores e agentes de controle biolégico de doencas e pragas e uma
ampla gama de microrganismos que participam de processos biolégicos e
bioquimicos responsaveis pela formacdo e manutencdo da estrutura fisica e da
fertiidade do solo (Tokeshi, 1991; Altieri et al., 1996). Além disso, os
microrganismos desempenham func¢@es importantes de interacdo benéfica com
a planta, tais como, fixacao de nitrogénio, solubilizacao de fosfato e micorrizagéo.
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Assim, as freqluentes aplicacfes de pesticidas para controle fitossanitario
e 0 manejo inadequado das praticas agricolas influenciam fortemente a
microbiota benéfica do solo (Mader et al.,, 1996). Consegiientemente, 0s
processos mais importantes controlados pelos organismos do solo séo
afetados.

Protocolo de analise

1. Método de Isolamento

A partir da amostra de solo peneirado sdo tomadas 10g e adicionadas a
90mL de éagua destilada esterilizada (10'l), em frasco tampado. A seguir,
agitar a 200rpm por 15 minutos e fazer diluicbes de 1mL de solugdo de solo
para 9mL de adgua destilada esterilizada, até a concentracdo de 10 3. Fazem-
se 2 tubos de diluicAo 10'3. Posteriormente, plaquear 0,1 mL por placa (3
repeticdes) das diluicbes correspondentes a cada grupo de microrganismos:

Leveduras - 102

Bactérias esporulantes' - 10'3
Actinomicetos" - 103
Celuloliticos - 101
Solubilizadores - 10'2

Obs.: *Os tubos da diluicdo 10 3devem sofrer um choque térmico, em
banho-maria a 85°C por 15 minutos, antes de serem plagueados
para selecionar as bactérias esporulantes.

**(0 outro conjunto de tubos da diluicdo 10 3deve sofrer um choque
térmico, em banho-maria a 50°C por 10 minutos, antes de ser
plagueado para selecionar os actinomicetos.
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Dando sequUéncia ao procedimento, espalhar o inéculo uniformemente
pela placa com alca de Drigalski e incubar a 25°C, placas invertidas, e proceder
a contagem das coldnias apdés o periodo correspondente a cada grupo de
microrganismos:

Leveduras - 3 a 5 dias

Bactérias Esporulantes - 24 a 48 horas
Actinomicetos - 5 a 7 dias
Celuloliticos - 10 a 15 dias
Solubilizadores - 10 a 15 dias

No caso dos celuloliticos e dos solubilizadores, contam-se somente as
colénias formadoras de halos transparentes ao redor de si.

Os meios de cultura para cada grupo de microrganismos Sao:

Leveduras:
YMA + C+ T (extrato de levedura-extrato de malte agar + cloramfenicol +
tetraciclina)

Extrato de leveduras ........c.......... 3,09
Extrato de malte ........coovvvvvveviennns 3,09
T 0] (0] o T- R 5,09
GlICOSE i 10,0g
AQar oo 20,09
Agua destilada ..........cccoeuennne. 1000mL

Apés autoclavagem, adicionar: 100mg de cloramfenicol e 100mg de
tetraciclina, dissolvidos em agua destilada esterilizada.

Bactérias Esporulantes:
NA (Nutriente Agar)

Agar-nutriente.........cccceeevevvviiiiien e, 23,0g
Agua destilada........c..c.cocovrrennne.. |0OOOmL

Manual Técnico - 55



INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

N&o dispondo deste meio pronto, deve-se preparéa-lo, utilizando os seguintes
componentes:

Peptona ....ccooovvviiiiiii e, 5,09
Extrato de carne .........cccccoevvveeennne 3,09
Agar bacterioldgico ........ccccccuvrnnns 15,09
Agua destilada ..........cccoveuennn.. 1000mL
Actinomicetos:

ACA (Amido - Caseina - Agar)

AMIdO...ceiiieie e 10,Qg
CaSeiNA .ocvvveeieeee e 0,39
Nitrato de POtasSio ......c...cccovveeennnnn 2,09

Cloreto de SOdiO .....ocvvvvevveeeaeaannn, 2,09

Fosfato de Potassio dibasico ........ 2,09

Sulfato de Magnésio ..............cccuuee 0,05¢g
Sulfato Ferroso ........occcevvviviiiinnnnns 0,01g
AQar ..o, 16,09

Agua destilada ........c.ccceuevnene. 1000mL
Celuloliticos:

CAA (Celulose - Asparagina - Agar)

Sulfato de AMONIO .......ooovcvvieeieeennns 0,5¢9
L-asparaging .......ccccccoeeevrieeneeennininiee, 0,59
Fosfato de Potassio Monobasico ..... 1,09
Cloreto de POtasSiO ......ccovveveeveeennnen. 0,59
Sulfato de Magnésio ............ccceeeeenne 0,29
Cloreto de Céalcio anidro ................... 0,19
Extrato de Levedura .......co.ccoevvennnee. 0,59
CeluloSe* ..., 10,
AGAr o 20,Qg
Agua destilada ........ccccoeeevernnnnn. IOOOmL

* Celulose microcrista/ina A vicei® - Merck
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Apés a autoclavagem, adicionar: 5 mL/L'1de solugdo de Triton X-100 a
10%.

Solubilizadores:
GES (Glicose - Extrato de solo - Sais inorgénicos)

Fosfato Tricalcico ........ccccceveeeeviiinnnnnnn. 15,09
GlICOSE e 10,09
Extrato de solo* .......cccoviviieiiiii 100mL
Sulfato de Magnésio ..........cccccevviveeennne 0,29
Cloreto de Célcio anidro ...........cccccceee... 0,029
Cloreto de SOdi0 ....cocevnvveeneeieeeiiieaeeenn. 0,19
Nitrato de POtASSIO .......cccccovciviiiiiinnenns 0,1g
Solugcdo de Micronutrientes** ............. 2mL
Fe-EDTA* M e 4mL
AQAr oo 16,09
Agua destilada ..........cccoeveeerereeerennne 900mL

Volume Final = 1000mL
*Extrato de Solo:

1kg de solo de mata peneirado + 1 litro de 4gua destilada
Autoclavar por 30 minutos

Filtrar, completar o volume do filtrado para 1000mL
Ajustar o pH para 7.2

**Solucdo de Micronutrientes:

Molibdato de CAICIO ....coevvvveeeeeieaaaen, 0,29
Sulfato de Manganés ............cccceeeeennne 0,235¢g
ACIO BOMCO oo 0,28¢g
Sulfato CUPFICO ..occvveeiiiiieeiiieeeieeeee 0,08g
Sulfato de ZinCo ....oocviviiiiiiiiiiiiiiieeeeis 0,024g
Agua destilada .......c.ccccceveevereriennnnne, 200mL
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***Fe-EDTA:

Sulfato Ferroso * 0,119
EDTA .. . 0,149
Agua destilada 100mL

Dissolver os ingredientes separadamente (50mL de agua para cada um).
Aguecer a solugdo de EDTA e misturar a solugdo de sulfato ferroso a quente.
Esfriar e armazenar em geladeira.

2. Avaliacdo e Célculos

- Leveduras: contam-se diretamente nas placas as colonias de leveduras
presentes. Neste meio crescem também muitos fungos. Diferenciam-
se as leveduras pelas caracteristicas de suas coldnias.

- Bactérias Esporulantes: no choque térmico a 85°C séo eliminadas todas
as bactérias na forma vegetativa. Portanto, as bactérias crescidas em
NA, apés este tratamento, sdo contadas.

- Actinomicetos: como o meio de Amido-Caseina-Agar € propicio ao
desenvolvimento de bactérias, procede-se o choque térmico a 50°C
para eliminar uma parte delas. Porém, mesmo assim, crescem col6nias
de bactérias. E facil, entretanto, diferenciar os actinomicetos pelas
caracteristicas de suas coldnias que, neste meio contendo amido, séo

bem tipicas: coldnias compactas, sem brilho e cheiro caracteristico
de “"terra".

- Celuloliticos: no meio CAA crescem tanto fungos como bactérias. A
adicdo de Triton X-100 é para reduzir o tamanho das coldnias de
fungos para facilitar a visualizagcdo do halo de degradacdo da celulose.
A avaliacdo deste grupo de microrganismos, geralmente fungos,
considera somente as colbnias que formam ao redor de si um halo
transparente onde a celulose foi degradada, visto que esta, sendo
insoluvel, torna o meio branco e opaco.
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- Solubilizadores: A avaliacdo deste grupo de microrganismos considera
somente as colonias que formam ao redor de si um halo transparente
de solubilizacdo do fosfato inorganico adicionado ao meio de cultura,
que é branco e opaco pela sua presencga.

O nuamero de microrganismos é expresso em ufc (unidades formadoras
de coldnias) por grama de solo. Para isso multiplica-se a média de 3 repeticdes
do namero de colbnias por placa por 10, pois temos numa placa o namero
correspondente a 0,1 mL. Assim, teremos o0 numero de microrganismos por
mL da diluicdo plaqueada. A seguir, multiplica-se pela diluicdo. Exemplo:

Média = 100 colbnias (placas com 0,1 mL da diluicao 10'3)

Entdo: 100 x 10 = 1000 ufc/mL x 103 = 1 x 106ufc/g de solo
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VII. AVALIACAO DE FUNGOS
MICORRIZICOS ARBUSCULARES

E SUA IMPORTANCIA AMBIENTAL

Adriana Parada Dias da Silveira

Introducao

A micorriza € uma associacdo mutualistica, na qual as raizes de plantas
vasculares sdo invadidas por fungos especificos, ocorrendo perfeita integracéo
morfolégica e funcional entre os simbiontes. Trata-se de uma simbiose
praticamente universal, ndo s6 pelo grande nimero de plantas susceptiveis a
micorrizagdo, como também por sua ocorréncia generalizada. Os fungos
formadores de micorriza sdo habitantes comuns do solo que, colonizando as
raizes, estabelecem inter-relacdes biotréficas: a planta fornece substrato
energético ao fungo, e este, através da rede de hifas externas, capta nutrientes
da solucdo do solo e os transfere a planta hospedeira. Esta simbiose
desempenha um papel importante no ambiente, contribuindo para evolucéao e
sobrevivéncia das comunidades vegetais.

Manual Técnico - 61



INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

Entre os diferentes tipos de micorrizas, a arbuscular é a mais comum,
estabelecendo-se, principalmente, nas culturas de importadncia econdmica.
Os fungos formadores desta micorriza, os chamados fungos micorrizicos
arbusculares (FMASs), pertencem a classe dos Zygomycetes, ordem Glomales,
com seis géneros, Glomus, Sc/erocystis, Acaulospora, Entrophospora,
Scutellospora e Gigaspora, distribuidos em trés familias, Gigasporaceae,
Glomaceae e Acau/osporaceae. Esses fungos possuem ampla distribuicédo,
estando presentes em regides tropicais, temperadas e articas, tanto em
florestas, areas cultivadas, cerrado, como em dunas e desertos. Tratando-se
de um simbionte obrigatério, necessita do hospedeiro para completar seu
ciclo vital. Os esporos de resisténcia germinam no solo e emitem um micélio
vegetativo que, encontrando a raiz de um hospedeiro suscetivel, fixa-se a ela
através de um apressorio. Inicia-se, entdo, o processo de colonizagcdo da raiz
pelo micélio, que se desenvolve inter e intracelularmente e se diferencia em
duas estruturas: arbuUsculos e vesiculas. Ao mesmo tempo, o0 micélio externo
cresce no solo, para além da rizosfera até que, em determinada fase de seu
ciclo, o fungo esporula, liberando novos esporos (Silveira, 1992).

Os efeitos benéficos da associacdo tém despertado grande interesse e
motivado a aplicacdo e/ou o manejo dos FMAs, como um fator de promocéao
do crescimento da planta, principalmente em condicdes de baixa fertilidade
do solo. Os efeitos da micorriza arbuscular podem ser resumidos em:

1- Efeito no crescimento da planta: ha estimulo do crescimento,
principalmente em funcdo do melhor estado nutricional da planta, com
aumento na biomassa vegetal.

2- Efeito sobre a absor¢cdo de nutrientes: o micélio externo do fungo
contribui para aumentar a absor¢cdo de nutrientes pouco madveis no
solo, como fosforo, zinco e cobre. O fosforo € o mais importante
nutriente envolvido na resposta de crescimento das plantas
micorrizadas. A micorrizagdo pode causar certa tolerdncia da planta
a metais pesados.
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3- Efeito na relacdo &gua-planta: as plantas micorrizadas sdo mais
tolerantes ao estresse hidrico e usam a agua absorvida mais
eficientemente.

4- Efeito na fixacdo biolégica do N2 leguminosas com dupla simbiose
(riz6bio e FMA) apresentam maior nodulagdo, atividade da nitrogenase,
concentracdo de leg-hemoglobina e teor de nitrogénio.

5- Efeito sobre fitopatégenos: pode atuar como agente de controle
biol6gico de doencas.

6- Efeitos anatdmicos e fisioldgicos: a colonizagdo da planta resulta em
modificacdes anatdbmicas, histoquimicas, bioquimicas e fisiolégicas.

7- Efeito na estrutura do solo: as hifas externas do fungo participam da
agregacao de particulas do solo e na estabilizacdo de agregados.

Do ponto de vista ambiental, ha possibilidade de utilizagédo de tais fungos
na recuperacdo de areas erodidas ou degradadas, enquanto que, no aspecto
agricola, se restringe a inoculagcdo comercial de culturas que passam por
uma fase de viveiro. O manejo das culturas é o determinante do
estabelecimento e do desempenho da simbiose. Existem varios fatores que
interferem na infectividade do fungo e na eficiéncia da micorriza: 1- pH e
nivel de fertilidade do solo, principalmente quanto a disponibilidade de fésforo;
2- fatores fisicos, como umidade/aeracdo, luminosidade e temperatura; 3-
interacdes entre FMAs e outros organismos do solo; 4- aplicacdo de
agrotoxicos; 5- manejo do solo e de culturas; 6- fatores inerentes a planta-
hospedeira e ao fungo, como o grau de dependéncia da planta a micorrizacéo
e a compatibilidade fungo/planta.
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Avaliacao de FMAs e da micorriza

A avaliacdo do estabelecimento e do desempenho da micorriza, bem
como da ocorréncia de FMAs, pode ser feita em véarios aspectos, e diferentes
variaveis podem ser determinadas, dependendo do objetivo do estudo.

A. Avaliagdo do desempenho da simbiose

1. Crescimento da planta

O desempenho de uma simbiose pode ser medido pelo crescimento da
planta hospedeira, indicando o grau de eficiéncia do fungo, o grau de
dependéncia da planta e o efeito de fatores diversos. O desenvolvimento da
planta pode ser observado através da altura, producdo de matéria seca, area
foliar, producdo de vagens e gréaos etc.

2. Absorcédo de nutrientes

A determinacao do teor e conteddo de nutrientes no tecido vegetal (folhas,
parte aérea, raiz, grdos) pode ser indicativo da eficiéncia do fungo ou da
planta micorrizada em absorver e acumular nutrientes, principalmente os de
baixa mobilidade no solo, como o fésforo, zinco e cobre. Ensaios de cinética
de absorcdo de nutriente, através dos quais se determinam o0s pardmetros
cinéticos (Vmax, Km e Cmin), permitem estimar o influxo liquido do nutriente
e estudar os possiveis mecanismos envolvidos na absor¢cdo do nutriente pela
hifa e/ou pela raiz micorrizada (Silveira, 1990).

3. Atividade enzimatica e compostos especificos

Atividade enzimética tem sido empregada como um instrumento de
caracterizacdo de espécies de FMAs (isoenzimas), no esclarecimento dos
mecanismos envolvidos no metabolismo de fosfato e de outros nutrientes na
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planta micorrizada, como marcador bioquimico nos estudos de reconhecimento
fungo-hospedeiro, na quantificacdo de micélio ativo e na analise das interacfes
entre os simbiontes (Gianinazzi et al., 1992; Dumas-Gaudot et al., 1996). Em
funcdo do objetivo proposto analisa-se, de forma qualitativa e/ou quantitativa,
diferentes enzimas, tais como fosfatases acida e alcalina, quitinase, glucanase,
peroxidase, catalase, ATPase e outras.

Varios compostos podem ser quantificados e extrados da planta hospedeira
para estudar os mecanismos bioquimicos e fisiolégicos envolvidos na simbiose,
tais como fitohormoénios, amido, aminoacidos, &acidos graxos, etc.

B. Avaliacdo do estabelecimento da simbiose e da ocorréncia de FMAs

No estudo das micorrizas arbusculares e dos FMAs, a colonizacéo
radicular e a esporulagcdo sdo varidveis que, obrigatoriamente, devem ser
determinadas, existindo, para isto, alguns métodos béasicos e outros mais
avancados. Os métodos béasicos mais comumente utilizados constam da
revisdo detalhada de Colozzi-Filho & Balota (1994) e aqui serdo somente
comentados e resumidos.

Na avaliacdo da ocorréncia de FMAs e da micorriza, o primeiro passo
para se garantir um trabalho de qualidade e resultados confiaveis é realizar
uma amostragem criteriosa do solo e da raiz, principalmente em condi¢cdes
de campo, onde se espera maior diversidade de populagdes de FMAs. Alguns
aspectos sdo particularmente importantes e devem ser observados: 1- nUmero
adequado de repeticdes, o que determina o numero de amostras e subamostras
a serem obtidas; 2- profundidade das amostragens determinada pela
morfologia do sistema radicular; 3- época e periodicidade das amostragens.
A coleta é geralmente feita na profundidade onde se concentra maior
crescimento de raizes, que devem ser finas. O volume de solo amostrado,
em quantidade suficiente para garantir adequada quantificacdo do numero
de esporos, deve ser acondicionado em saco plastico e mantido sob
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refrigeracdo (4°C). As raizes sdo lavadas e armazenadas em frascos de vidro
contendo 4&lcool etilico 50% ou solucdo de AFA (5mL de acido acético +
13ml_ de formol + 200ml_ de alcool etilico 50%).

1. Colonizacao radicular e quantificagcdo do micélio interno

Os métodos basicos (histolégicos) de avaliacdo da colonizacdo sao
baseados na observacdo das estruturas fangicas: vesiculas, arbusculos e
hifas presentes no interior da raiz. 0 método classico de clareamento e
coloracdo de raizes foi descrito por Phillips & Hayman (1970): faz-se o
clareamento a quente com KOH, seguido da acidificacdo com HCI diluido e
coloracdo com o azul de tripano. O KOH remove o citoplasma e o nucleo da
célula vegetal e a raiz fica clara e transparente, somente com o cilindro
central visivel, permitindo a coloracdo das estruturas fungicas. A acidificacdo
é feita para permitir melhor acdo do corante. O tempo de exposicdo em cada
fase da coloracdo depende do tipo e do estadio fisiolégico da raiz e deve ser
adequado de forma a ndo causar danos ou mesmo destruicdo do sistema
radicular. A raiz corada é mantida em lactoglicerol para remoc¢do do excesso
do corante. Varios corantes podem ser usados: azul de tripano, azul de algodéo,
fucsina acida, azul de metileno e outros. Para a determinacdo da colonizacao,
muitas vezes ha necessidade de se prepararem laminas temporarias com
lactoglicerol ou permanentes com PVA (resina de &lcool polivinilico).

O método de determinacdo da colonizagdo acusa ou quantifica as
estruturas fungicas: arbusculos - ramificacdes dicotdmicas do micélio interno;
vesiculas - glébulos esféricos intra e intercelulares; micélio - hifas que se
desenvolvem inter e intracelularmente e esporos - estruturas de resisténcia
que podem em algumas espécies se formar dentro da raiz. A avaliacdo
determina a porcentagem de colonizagdo radicular ou a intensidade de
colonizacao. Varios métodos podem ser empregados:

- Método visual: As raizes coradas sdo espalhadas uniformemente em
uma placa e avaliadas por microscopia, atribuindo-se notas. O método
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€ subjetivo e depende dos critérios adotados pelo observador.

- Método da lamina: Dez segmentos de raiz de 1cm séo selecionados ao
acaso da raiz corada e dispostos paralelamente em uma lamina de
microscopia. S&8o montadas de 4 a 10 laminas por amostra e determina-
se a porcentagem de colonizagdo microscopicamente, adotando-se
critérios aleatérios em fungcdo da extensdo da colonizacdo apresentada
pela raiz. Este método também é subjetivo e geralmente usado para
raizes grossas.

- Método da placa quadriculada: As raizes coradas sao picadas e
espalhadas uniformemente em uma placa de Petri, que possui, nho
fundo, linhas quadriculadas de 1,27cm. Em cada ponto de intersecao
da raiz com a linha conta-se a presenca ou auséncia de estruturas
fungicas, avaliando-se toda a extensdo da placa ou no minimo 100
pontos. Determina-se a porcentagem do comprimento de raizes
colonizadas. 0 método é baseado na féormula de Newman (1966),
segundo a qual o comprimento total de raizes espalhadas numa dada
area é igual ao numero de vezes que elas interceptam uma linha reta
tracada nesta érea:

R= A Xn
2H

onde: R= comprimento total de raizes; A= area onde as raizes estdo
espalhadas; n= numero de intersecdes e H= comprimento total das
linhas retas. Quando a distancia entre as interse¢bes é 1,27cm, A= 2H,
e 0 comprimento das raizes é igual ao nimero de interse¢fes raiz-linha,
R= n.

Este método ndo é subjetivo, resulta em menor erro, sendo, portanto, o
mais empregado, principalmente para determinacdo de colonizacdo em raizes
mais finas, pois pode ser realizado sob microscOpio estereoscdpico.
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2. Quantificacdo do micélio externo e interno

0 desenvolvimento do micélio é um fator importante na determinacao
da capacidade do fungo em aumentar a absor¢cédo de nutrientes e, portanto, o
crescimento da planta. Entretanto, o comprimento de micélio extraradicular
(micélio externo) e sua distribuicdo no solo sdo dificeis de serem avaliados
(Sylvia, 1992).

Os métodos indiretos de quantificagcdo do micélio externo sao:

- colonizacdo de plantas receptoras: estima-se a distancia que as hifas
do fungo percorrem no solo, entre uma planta doadora inoculada e
plantas receptoras, mantidas separadamente, em recipientes com
divisdo (Xiao-Lin et al., 1991).

- solo agregado as raizes de planta micorrizada: pesa-se o solo aderido
as raizes de plantas micorrizadas. Ndo € um método puramente
guantitativo, mas pode ser utilizado em comparacdes relativas de
desenvolvimento micelial entre diferentes FMAs (Sutton & Sheppard,
1976).

- determinacdo de quitina no substrato: o método é usado para
guantificacdo da biomassa flngica total, extra ou intra-radicular,
através da determinacao colorimétrica da quitina presente no substrato
(Hepper, 1977; Frey et. al, 1994). Baseia-se na determinacdo da
guitina da parede celular dos FMAs. O conteudo de quitina no solo
aumenta com o crescimento micelial e, ap6s certo periodo de tempo,
declina lentamente devido a queda no desenvolvimento do fungo
(aumento na producao de estruturas de reserva, como as vesiculas),
auttlises de hifas senescentes e decomposicdo do micélio morto.
Apesar de ndo ser um método subjetivo (ndo exige experiéncia do
operador), ndo exigir equipamento sofisticado e haver correlacédo
significativa com o método histolégico de determinacado da colonizagao
radicular, até cerca de 60% de colonizagcdo, este método possui
algumas desvantagens: presenca de substancias interferentes no solo
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(como aminoacgucares), ndo distingie micélio vivo de morto, néo
distingle micélio de FMAs de outros fungos saprofitas, varia com a
idade e condicdo da cultura (umidade, temperatura etc.), ndo ha
distincdo entre a biomassa flngica e a da microfauna (exoesqueleto
de microartrépodes), ndo considera a presenca de patdgenos e de
ovos de insetos.

Os métodos diretos de quantificagdo sao:

- método de extracdo e contagem em membrana de filtracdo: a amostra
de solo peneirada é suspensa em um determinado volume de agua,
colorida com corante especifico, filtrada a vacuo em membrana de
filtracdo quadriculada e quantificada em microscéopio (Sylvia, 1988).
Os corantes empregados sdo o azul de tripano ou o iodonitrotetrazdlio
- INT, ou pode ser empregada a auto-fluorescéncia natural ou induzida
com diacetato de fluoresceina- FDA. A desvantagem € a nao distingao
entre fungos ndo micorrizicos e os FMAs. Outros métodos de extragdo
como solucbes de sacarose, centrifugacfes e extrator elétrico podem
ser usados para limpeza do micélio (Vilarino et al.,, 1993). A
guantificacdo de micélio ativo é feita com o emprego de compostos
de tetrazdlio, que diferenciam micélio ativo de inativo, tanto no solo
como em raizes. Outro corante é o diacetato de fluoresceina- FDA,
indicador de esterases (hidrélise de ésteres de acidos graxos), que se
torna fluorescente quando excitado com luz ultravioleta (Flamel et al.,
1990). A utilizacdo de FDA associado ao brometo de etidio permite a
visualizacdo tanto de estruturas vivas dormentes quanto de células
em crescimento ativo.

- método de auto-fluorescéncia: pode ser usado para quantificacdo de
colonizagdo radicular, mas ndo para avaliacdo do micélio total ou
ativo, pois este ndo apresenta autofluorescéncia, a qual se limitaria
apenas aos arbusculos. Para as demais estruturas (hifas, esporos e
vesiculas) a emissdo de fluorescéncia é indicativo de inatividade,
devido ao acumulo de metabolitos fendlicos secundérios.
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- imunofluorescéncia: usada na quantificacdo e identificacdo de micélio
extra-radicular (Wilson et al., 1993). Devido a produc¢do de anticorpos
especificos, distinguem-se espécies de FMAs. A técnica é dificil, pois
exige um material fingico puro para ser usado como antigeno, o que
€ complicado pela impossibilidade do cultivo axénico do FMA.

3. Avaliacdo e recuperacdo de esporos

O numero de esporos € indicativo do potencial de inéculo do solo e
fornece o nivel populacional de FMAs, o que, entretanto, ndo esta
necessariamente relacionado com o seu grau de infectividade. Varios métodos
podem ser usados para avaliacdo e recuperacdo de propagulos (esporos e
hifa) de FMA. Alguns avaliam a populacdo de fungos de um modo geral,
como o NMP (numero mais provavel) que, além de permitir a contagem,
informa sobre o grau de infectividade das populacdes presentes no solo, e o
método da placa, que é rapido e pode ser empregado para avaliagdes em
vasos de multiplicacdo. Outros métodos sao mais adequados para recuperagao
de esporos do solo, tais como: decantagdo e peneiramento Umido,
centrifugacdo e flutuagcdo em sacarose, centrifugacdo e flutuacdo em
gradiente de sacarose, flutuacdo e adesado, centrifugacdo diferencial agua/
sacarose, sedimentacdo diferencial em coluna de gelatina e separagdo seca
dos propagulos (Colozzi-Filho & Balota, 1994).

C- Técnicas moleculares e imunoldgicas

Para investigar e avaliar a extensdo da diversidade bioldgica nas
comunidades de fungo micorrizico, a identificacdo do micélio é muito
importante. Embora a caracterizagdo morfolégica seja a base da sistemética
fangica, alguns critérios usados em taxonomia nao s&o encontrados
facilmente, como por exemplo, a auséncia de algumas estruturas do fungo
guando associado a raiz ou durante a fase de crescimento vegetativo. Assim,
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guando as caracteristicas morfolégicas sao insuficientes, a analise do DNA é
uma alternativa para investigar as relac6es genéticas entre 0s organismos e
uma possibilidade de selecionar técnicas e regides especificas para facilitar
a identificacdo de populacdes e de individuos (Simon et al., 1992). O uso de
técnicas moleculares no estudo das micorrizas recebeu significativo impulso
com o PCR (polimerase chain reaction), porque requer uma quantidade minima
de DNA e permite amplificar DNA fungico pelo uso de primers especificos,
em raizes micorrizadas. Ainda permite construir arvore filogenética de espécies
de FMA, o que seria impossivel através de técnicas convencionais, devido a
inabilidade destes fungos em crescer em cultura pura (Piché et al., 1994).
Assim, as técnicas moleculares sdo usadas como complementares a
morfologia, com o objetivo de identificar os fungos e investigar sua
variabilidade genética. O uso de PCR-RFLP discrimina o DNA caracteristico
de uma determinada espécie fungica. A andalise de PCR-RAPD mostra o grau
de polimorfismo inter- e intra-especifico, pois permite gerar pares de primer
espécie-especificos que podem ser usados para identificacdo, o que esta
sendo amplamente usado nos estudos de ecologia, para investigar populagdes
nativas. A grande vantagem do RAPD é ndo requerer um conhecimento prévio
do genoma em estudo, mas h& necessidade de cultura axénica, pois 0 mesmo
primer pode reconhecer regibes complementares em qualquer genoma.
Resumindo, as técnicas usando PCR permitem: fazer o sequenciamento e o
mapa de restricdo do DNA de espécies de FMAs; obter probes moleculares
especificos para identificacdo do fungo em cultura pura (na fase de esporo)
ou em associacdo com o hospedeiro; estudar o grau de polimorfismo genético
de uma determinada espécie.

Ensaios imunolégicos podem ser aplicados para distinguir isolados de
uma mesma espécie de FMA, pela identificacdo de proteinas e glicoproteinas
especificas (Wright et al., 1987).

Padrbes eletroforéticos de isoenzimas também sdo empregados nos estudos
taxondmicos de espécies de FMAs, empregando esporos (Sen & Hepper, 1986).
Andlise de &cidos graxos em esporos de diferentes espécies de FMA tem sido
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empregada como ferramenta nos estudos de taxonomia e evolugao de tais fungos
(Morton & Bentivenga, 1994).

Protocolo de analise

Os seguintes métodos foram empregados no preparo das amostras de
raiz e de solo para demonstracao pratica:

1. Avaliacdo da colonizacdo radicular

O método classico de coloracdo e clareamento de raizes foi descrito por
Phillips & Hayman (1970) e consta do seguinte: 1g de raiz é lavado
abundantemente com &gua corrente para remocgédo do alcool 50% e submerso
em KOH a 10% para o clareamento, a 90°C; em seguida é lavada com agua
corrente e acidificada com HCI diluido (geralmente 1%) durante a noite, para
ser, entdo, colorida com azul de tripano a 0,05%, a quente. ApGs a coloragdo,
lava-se a raiz corada com &gua corrente e acondiciona-se em vidro com
lactoglicerol, para remocdo do excesso de corante. O tempo de exposicao,
em cada fase da coloragcdo, depende do tipo e do estadio fisiolégico da raiz e
deve ser adequado de forma a ndo causar danos ou mesmo destruicdo do
sistema radicular.

@] método de determinacdo da colonizacdo empregado € o da placa
guadriculada: a raiz corada é picada e espalhada homogeneamente na placa,
contam-se 0s pontos de intersecao raiz x linha sob microscépio estereoscopico,
anotando-se os positivos (presenca de estrutura fangica) e os negativos
(auséncia de estrutura), para calculo da porcentagem do comprimento de
raiz colonizada.
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2. Contagem de esporos de FMA

O método empregado é de peneiramento umido (Gerdemann & Nicolson,
1963), seguido de centrifugacédo e flutuagcdo em sacarose (Jenkins, 1964). A
amostra de solo (50mL) é suspendida em 1 a 2L de &gua e agitada
vigorosamente para permitir a suspensdo das particulas e a desagregacao
dos agregados maiores de solo, em seguida, é feita a decantacdo por alguns
segundos, para que as particulas maiores que 0s esporos possam sedimentar.
O sobrenadante é passado através de peneiras com aberturas de 710, 250,
105 e 45mm, uma de cada vez, comecando pela de maior malha. O filtrado é
recolhido em um béquer e homogeneizado antes de passar pela proxima

peneira. Os esporos ficam retidos nas peneiras de acordo com o seu tamanho.

Para facilitar a contagem e separacdo dos esporos, associa-se 0 método
da centrifugacdo em sacarose, para eliminar particulas de solo e material
organico. O material retido na peneira € transferido para tubo de centrifuga
de 50mL, adicionando-se agua, e centrifugando por 4-5 minutos a 1750rpm.
Em seguida, o sobrenadante é cuidadosamente descartado e adiciona-se
solucdo de sacarose 50% (agclcar comum). O sobrenadante contendo os
esporos € vertido na peneira de menor malha, lavado com &gua e recolhido
em béquer, e a contagem é feita em placa com anéis concéntricos, sob

microscoOpio estereoscopico.
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VIII. METODOLOGIA PARA AVALIACAO
DE FIXADORES SIMBIOTICOS

DE NITROGENIO DO SOLO

Maria José Valarini

Introducéo

Embora o gas nitrogénio (N2) seja o principal constituinte da atmosfera,
relativamente poucos organismos podem utiliza-lo para seu crescimento. Na
biota terrestre, apenas microrganismos procariotos (bactérias e cianobactérias)
apresentam a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Muitas bactérias
fixadoras de N2formam associa¢des simbidticas com plantas, especialmente
leguminosas, através do desenvolvimento da estrutura do nédulo. Apesar da
taxonomia das bactérias formadoras de nédulos estar em constante mudanca,
a familia Rhizobiacea inclui 4 géneros denominados Rhizobium,
Bradyrhizobium, Azorhizobium e Sinorhizobium, aqui referidos como rizébios.

Uma importante consideracdo para otimizacdo da fixacdo de N2 pela
simbiose rizébio-leguminosa estd na resposta do microssimbionte e do nddulo
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ao ambiente dindmico do solo. O conhecimento da ecologia rizobiana é
importante, inclusive, para aplicacdo e aceitacdo das tecnologias de
inoculantes para melhoramento e sustentabilidade de ecossistemas agricolas.

Ecologia do rizébio

Na auséncia do hospedeiro vegetal, os rizobios sao considerados,
ordinariamente, como bactérias do solo, com alguma vantagem genética ou
ecoldgica perceptivel apenas na presenca da referida planta. Como bactérias
livres da microflora do solo, os rizobios estdo sujeitos as condi¢cdes fisico-
guimicas e biolégicas predominantes, sendo pressionados a competir com
outros organismos por recursos limitados (Keyser et al.,, 1993).

Quando no estado de vida livre, o rizobio estaria em sua fase saprofitica
(Pena-Cabriales & Alexander, 1983; Lawson et al., 1987; Woomer et al,
1988). A leguminosa hospedeira atua, através do efeito da rizosfera,
modificando a influéncia das caracteristicas fisico-quimicas na distribuicdo e
tamanho da populacdo do rizébio saprofitico. Os ambientes criticos para os
rizébios sdo as terras marginais com baixa pluviosidade, temperaturas altas,
solos acidos e pobres e de baixa capacidade de retencdo de agua (Bottomley,
1991). Por outro lado, fatores abidticos especificos, tais como, matéria
organica ou conteudo de argila, pH, saturacdo em bases etc. apresentam
maior influéncia sobre a fase saprofitica do riz6bio quando exibem efeito
interativo. Distribuicdo espacial e efeitos do micro habitat sdo, também,
importantes. Introducdo de rizébios, através da inoculagdo em solos nédo
estéreis, resulta em rapido declinio da populacédo introduzida (Pena-Cabriales
& Alexander, 1983). A relacdo entre ambiente e populagcao de rizébios nativos
varia bastante. A presenca de um particular Rhizobium ou Bradyrhizobium
sp. estd correlacionada com a ocorréncia de seu hospedeiro apropriado.
NUumero total de rizébios foram significativamente correlacionados com
precipitacdo média anual, cobertura de leguminosas e biomassa, temperatura
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do solo, bases disponiveis, retencdo de fésforo e tipo de solo (Woomer et al.,
1988).

\

Quando presente junto a raiz de um hospedeiro receptivo, 0s rizobios
conseguem uma vantagem devido a capacidade de infectar e alcancar o
interior da raiz (fase infectiva). O processo de infec¢cdo é, provavelmente, a
fase mais sensivel do ciclo de vida do rizébio em estresses do meio ambiente.
A leguminosa hospedeira exerce, também, substancial influencia sobre os
eventos iniciais da infeccdo (Hirsch, 1992). O desenvolvimento quantitativo
dos nodulos tem, também, fortes implicagbes na competicdo entre estirpes
por ocupacdo do nodulo. Os dois partners simbidticos interagem no ambito
da expressdo génica através de sinais transmitidos reciprocamente por
ativacao de genes simbidticos nos estagios iniciais da infeccdo (Carlson et
al.,, 1994).

Apesar do Rhizobium apresentar competéncia saprofitica como organismo
da rizosfera, sua densidade populacional é bastante responsiva a presenca
da leguminosa hospedeira (Woomer et al., 1988; Kucey, 1989). Tal observacéo
sugere que a denominada fase simbidtica é critica ao estabelecimento de
uma substancial populacdo saprofitica dos rizobios no solo. Por outro lado, o
estabelecimento dos rizébios no estagio simbidtico resulta da competicdo
por sitios de nodulacdo entre estirpes durante o estagio de infeccdo. Um dos
principais problemas na tecnologia da inoculagdo estd no estabelecimento
de estirpes introduzidas para nodulacdo de leguminosas em solos contendo
outras populacdes de rizobios nativos. Inoculagdo prévia e cultivo continuado
de uma leguminosa conferem consideravel vantagem em numero e adaptagao
ambiental a populacdo nativa em competicdo com a estirpe introduzida pelo
inoculante. O sucesso competitivo do Rhizobium inoculado esti ligado a
especificidade e a densidade de células no solo (Hardarson et al.,, 1989).
Fatores genéticos importantes foram identificados para ambos os parceiros
simbidticos, tais como amplitude hospedeira, mobilidade do rizébio e producgao
de bacteriocina (Cregan et al.,, 1989; Catlow et al., 1990; Triplett, 1990).

Manual Técnico - 79



INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

Deteccdo do rizébio do solo

A quantidade de rizébios do solo, dificilmente, pode ser conhecida, com
algum grau de confianca, por plagueamento direto e tampouco se conhece
um meio seletivo apropriado para contagem de rizGbios em material
contaminado. A maneira mais pratica (porém trabalhosa) de demonstrar a
presenca de rizobios no solo é através da semeadura de sementes
superficialmente esterilizadas de leguminosas no solo e procurar por nodulos
em suas raizes, ou pela inoculacdo de amostras de suspensdo de solo a
plantulas sob condi¢cdes assépticas. Os rizébios capturados desta forma seréo
obviamente determinados pela especificidade do hospedeiro utilizado. Além
de sua capacidade para nodular uma leguminosa, a qual é uma das bases
mais aceitaveis para alocagcdo em género, um rizébio pode se classificar de
acordo com sua morfologia de colénia (muconoides, aquosas ou secas)
(Fuhrmann, 1990), velocidade de crescimento (lento ou rapido) e producgéo
de &cido ou alcéli em meio de cultura. Reagfes soroldgicas especificas podem
ser particularmente meios de reconhecimento entre estirpes, contudo deve-
se ter em mente que na caracterizagcdo antigénica, as mesmas estirpes podem
apresentar reatividade a diferentes soros (Fuhrmann, 1990). Novas técnicas
baseadas no desenvolvimento da biologia molecular constituem ferramentas
significativamente melhoradas para o estudo da ecologia rizobiana (Wilson,
1995). Genes marcadores podem permitir deteccdo especifica de estirpes
através de simples observacdo de cor de nodulos ou coldnias. Tecnologias
DNAsicas, em particular o uso de fingerprints consistindo de perfis de
amplificacdo de DNAs gerados pelo uso de sondas (primers) aleatérias ou
especificas, oferecem os melhores métodos atualmente disponiveis para
verificacdo e identificacdo de estirpes individuais em cultura pura, como
também avaliacdo rapida e segura da estrutura da populacdo através de
fingerprints rapidos de grande numero de isolados de rizébios de solo. Tais
metodologias ndo serdo aqui descritas.
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Protocolo de analise

1. Contagem indireta dos rizébios através do teste de infeccdo em
plantas

Este método depende da capacidade de um rizobio especifico produzir
nédulos em uma determinada leguminosa e assume que uma unica célula de
rizobio leva a uma populacao suficientemente grande, ao redor da raiz, para
promover nodulacdo. 0 numero de tubos com plantas noduladas € indicativo
da presenca de rizobios, podendo, enfim, ser utilizado para determinar o
numero provavel deles na suspensdo sob teste. A leguminosa hospedeira
pode ser testada sobre agar ou outro substrato (vermiculita) e em sistemas
de tubos fechados ou com a parte aérea livre. 0 nimero mais provavel
(NMP) é baseado na tabela de probabilidade de Fisher & Yates (1963) (Tabela
1) a qual leva em consideracdo o total de casos positivos (nodulados) ou
negativos (ndo nodulados).

Plantulas testes: para inoculacdo, sdo necessérias plantulas de uma a
duas semanas de idade, procedendo-se 0 seguinte:

1. Preparar tubos de 20x3cm com 15mL do seguinte meio semi-sélido
para plantas (outros recipientes para plantas poderdo ser utilizados
tais como sacos plasticos, vidros esterilizaveis etc.):

Meio para plantas:

KZHPOA oo, 0,59
MgSO4.7HD ..o 0,29
NACI e 0,19
Citrato ferrico ....oovveeeeeeeeieeeeieeen, 0,01¢g
CaS04.2HD .....coovviieeeeeeeeeeee e, 0,07g
Agua destilada ...........ccoeveveennnen. loOOmL

Adicionar 0,5ml_ L 1das seguintes solu¢gdes de micronutrientes:
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CuSO, ,5H, 0,089
ZnS04.7HD ........... 0(29
MNnS0,.4H,0 ......... 2,0g

(NH4).6Mo70 24.4H2 0,01g

1,43¢g

1000mL

2. Esterilizar superficialmente as sementes (5-10 minutos com H2504
concentrado e lavar 6 vezes com agua esterilizada);

3. Pré-germinar as sementes em condi¢cdes estéreis e transferir para os
tubos com meio para plantas;

4. Colocar os tubos sob condi¢cbes controladas (x28°C e luz do dia
artificial) para crescimento e nodulacéo.

Preparo das diluigdes

1. Determinar o peso seco de uma aliquota tomada de amostras do solo
peneirado (<2mm).

2. Pesar uma aliquota de solo natural peneirado, equivalente a 10g de
solo seco, em um frasco de 250mL, adicionar 90ml_ de solucéo
dispersante de polifosfato de sodio [(NaP03n 0,2% (polifosfato de
sodio, 1g; agua destilada, 1000mL) e agitar por 30 minutos a 50rpm.

3. Transferir, com auxilio de pipetas estéreis, aliquotas de 1mL da
suspensdo do solo (de concentracdo 101 para tubos com 9mL de
agua esterilizada (diluicdo 10'2). Agitar vigorosamente o tubo,
devidamente tampado, transferir 1mL da diluicdo 10 2 para outro tubo
com 9mL de agua esterilizada (dil.10 3) e assim, sucessivamente, até
0 nimero esperado de rizébios. Obs.: amostras de rizosfera, bastante
populosa, requerem diluicdo em série, de pelo menos uma
concentracdo a 10'8.
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Inoculacdo das plantulas

Inocular 0,2mL das diluicbes escolhidas (10 1a 10'8) nas plantulas testes
com as repeticdes convenientes (2 ou 4 de acordo com a precisdo desejada).
Obs.: Aliguotas de 1mL podem ser transferidas quando for utilizado meio
inclinado dentro do tubo.

Controles do método: é fundamental que se incluam plantulas inoculadas
apenas com a solucdo diluente (controle branco) e/ou, quando desejado,
plantulas inoculadas com diluicbes apropriadas de cultura pura de rizdbio
(controle positivo).

Leitura dos tubos: os nodulos deverdo aparecer na 2a ou 3a semanas
apos inoculacdo. 0 tempo mais exato de leitura pode ser determinado por
inspecdo dos tubos inoculados com a cultura pura. A nodulacdo é anotada
como positiva (+) ou negativa (-) para cada tubo.

Determinacdo do numero mais provavel (NMP)

A tabela desenvolvida por Fisher & Yates (1963) tem sido utilizada para
construir outras, de acordo com o numero de diluicbes e o numero de
repeticées, para uma série de 10 diluicbes (Tabela 1).
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Tabela 1. Nimero de rizobios estimado pelo teste de infec¢gdo de plantas: diluigdes 10X (A = 10)

Tubos positivos Etapas de diluicdo
0= n=2 s= 10
40 20 >7.10®
39
38 19 6,9
37 3,4
36 18 1.8
35 1,0
34 17 5,9.107
33 3,1 s=8
32 16 1,7 >7.106
31 1,0
30 15 5.8.106 6,9
29 3,1 3,4
28 14 1,7 1,8
27 1,0 1,0
26 13 5,8.105 5,9.105 s=6
25 3,1 3,1 s=6
24 12 1,7 1,7 >7.10"
23 1,0 1,0
22 11 5,8.10" 5,8.104 6,9
21 3,1 3,1 3,4
20 10 1,7 1,7 1,8
19 1,0 1,0 1,0
18 9 5,8.103 5,8.103 5.9.103
17 3,1 3,1 3,1 s=4
16 8 1,7 1,7 1,7 > 7x102
15 1,0 1,0 1.0
14 7 5,8.102 5,8.102 5,8.102 6,9
13 3,1 3,1 3,1 3,4
12 6 1,7 1,7 1,7 1,8
11 1,0 1,0 1.0 1,0
10 5 5,8.10’ 5,8.10’ 5,8.10: 5,9.10’
9 3,1 3,1 3,1 3,1
8 4 1,7 1,7 1.7 1,7
7 1,0 1,0 1.0 1,0
6 3 58.1 5,8.1 58.1 5,8.1
5 3,1 3,1 3,1 3,1
4 2 1,7 1,7 1.7 1,7
3 1,0 1,0 1,0 1.0
2 1 0,6 0,6 0,6 0,6
1 <0,6 <0,6 <0,6 <0.6
0 0
Amplitude aproximada 103 10 10b 103
fator, 95% dos limites de
confianca' * n=2 6,6
* o= 3,8

Fisher & Yates (1963)
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@) numero mais provavel (NMP), correspondente a um particular nimero
de tubos positivos (+), é dado pela menor diluicdo da série. Assim, a estimativa
da contagem por grama ou por mL é determinada pela expressao:

X= m.d
V.g

onde m= NMP obtido da tabela; d= diluicdo representada pelo tubo 1; v =
volume da aliquota inoculada; g= peso (ou volume) da amostra diluida.

Confiabilidade dos resultados: o erro padrdo aproximado aplicavel ao
logx pode ser utilizado para fornecer limites de confianca de 95% (P<5%).

2. Isolamento do rizébio a partir do ndédulo

Os nddulos, dependendo de sua fonte, idade e data de coleta, possuirdo
em sua superficie ou interior outros microrganismos, além de rizoébios. Os
ndédulos nao danificados podem ser cuidadosamente limpos e esterilizados
superficialmente para remover tais microrganismos externos. Para tanto,
devem ser utilizados nédulos integros, recentemente coletados de raizes ou
estocados a baixas temperaturas. Os nddulos médios a grandes (2 a 5mm 0)
podem ser convenientemente manipulados com pin¢as e os nddulos pequenos
podem ser esmagados e inoculados em meios de cultura.

1. Coletar nédulos, selecionados ao acaso, de acordo com o propésito
da investigacdo. Se necessério, cortar um pequeno pedaco da raiz
junto ao nodulo para facilitar sua manipulagao.

2. Lavar em peneira para eliminar contaminacdes grosseiras (gotas de
detergente auxiliardo nesta parte).

3. Expor rapidamente ao etanol 95% e imergir em solucdo é&cida de
HgCl, 0,1 % (HgCl,, 1g; HCI concentrado, 5mL; dgua, 1000mL) por 1-
30 minutos, de acordo com o tamanho do ndédulo e/ou rigor da
esterilizagcdo. Em geral, 3-4 minutos séo suficientes (alternativamente,
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podem-se utilizar 3-5% de agua oxigenada e neste caso ndo havera
necessidade do passo seguinte).

4. Lavar pelo menos 6 vezes com agua esterilizada.

5. Esmagar ou dissecar os nédulos assepticamente e espalhar o fluido
do seu interior sobre a superficie do meio de cultura YMA. Nddulos
sadios e ativos apresentam interior réseo.

6. Incubar a 28°C observando as coldnias isoladas desenvolvidas no
local do estriamento do meio. Notar que, apesar de muitas espécies
produzirem coldnias gomosas e relativamente grandes apds 4-5 dias,
outras muito menores aparecerdo mesmo depois de 10 dias. A maioria
das colbnias serdo aquosas, translicidas ou opacas e esbranquigcadas.

7. Tomar uma coldnia isolada tipica e uniforme e estriar diretamente em
meio de cultura ou dispersar em um pouco de &gua esterilizada (se
possivel com gotas de detergente) para posterior espalhamento em
meio de cultura.

8. ldentificar o isolado como Rhizobium através de um teste de infeccao
com o hospedeiro apropriado ou indiretamente por meio de outras
caracteristicas tais como sorolégicas, morfolégicas, bioquimicas ou
genéticas.

9. Manutencédo: baixas temperaturas (2°C) permitem a manutencdo do
isolado em meio de cultura por cerca de 2 anos. Formas de manutencéo
mais prolongadas incluem uso de 6leo mineral, liofilizacdo, anéis de
porcelana e solo seco e esterilizado.

3. Cultivo do rizébio em laboratoério

Os rizébios dos nddulos sao bactérias do tipo bastonetes gram-negativos,
heterotr6ficas capazes de utilizar uma ampla gama de carboidratos. Nitrogénio
inorganico combinado (NH4+, N03) é em geral, suficiente para seu
crescimento, mas, dependendo da estirpe, pode requerer um ou mais
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aminoacidos e/ou vitaminas para melhor desenvolvimento (Vincent, 1970).
Sao bactérias aerdbicas que se desenvolvem melhor em temperaturas de
25-30°C e pH de 6-7. Além de magnésio, célcio e cobalto, pouco se conhece
a respeito das necessidades de elementos inorganicos em rizobio. O seguinte
meio de cultivo (YMA) é rotineiramente utilizado para rizébios:

K2HPO4 ..., 0,59
MOSOATH oo 0,29
NACT e 0,19
MaANITOl .o 10,Qg
Extrato levedura .......ccoccooveeiiiiiiiiiiieiinnns 0,59
Agua destilada ........cccccceveveeererennnne. 1000mL
PH oo 6,8

AQAT oo 15g

Para meio seletivo e/ou indicador, recomenda-se incorporar 0,002% de
actidione (ciclohexamida) ao meio de rotina para suprimir o crescimento de
fungos comuns em isolamentos a partir de ndédulos senescentes. O uso de
vermelho congo (0,025mg L 1) pode, também, auxiliar no reconhecimento de
rizébio dentre outras bactérias do solo. Em geral, os rizébios absorvem mais
fracamente o referido corante que outras bactérias. Azul de bromotimol (25
mg mL']) pode também ser utilizado para demonstrar alteracdo do pH através
da producdo de alcali ou &cido pelas estirpes de rizobios.
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IX. A IMPORTANCIA DA CELULASE
NA DEGRADACAO DE MATERIA
ORGANICA

Itamar Soares de Melo

Introducéao

As enzimas no solo fornecem, entre tantas outras contribuicbes, uma
indicacdo do potencial do solo para degradar a matéria organica natural e
compostos xenobidticos.

Os materiais lignocelulésicos, constituidos basicamente de celulose,
hemicelulose e lignina, representam a maior por¢do do carbono fixado pela
fotossintese, do qual somente uma pequena parte é reciclada rapidamente,
sendo o restante encontrado na forma de residuos que podem perfeitamente
ser aproveitados, através de processos que transformam essa matéria organica

em monossacarideos facilmente fermentaveis.

Embora compreendendo menos de 5% de um solo produtivo, a matéria
organica (MO) determina profundamente a produtividade do solo. Ela serve
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Protocolo de analise

Determinacdo de celulase total

A celulase total é determinada usando o método modificado de Smith
(1977) com meio baseado em Coutts & Smith (1976). 0 ensaio € baseado no
substrato modificado, celulose-azure, que tem um corante ligado. A quebra
do substrato somente pode ocorrer se o sistema de celulase total estiver
presente, resultando na liberacdo do corante. A quantidade de difusdo do
corante e intensidade da coloracdo fornece uma estimativa da atividade da
celulase.

Meio de cultura - O meio de cultura compreende a seguinte composi¢éo:

Tartarato de amoONIa ......cccceeiiiiiiiiiiiiee e 29
Hidrogeno fosfato de potassio (KH2P04) ...............cceeeennnns 0,69
Hidrogeno fosfato dipotassico (K2HPO4) ......cccccociiiiiieneennnns 0,49
Sulfato de magnésio heptaidratado (MgS04 .7H) .......... 0,5¢9
Extrato de levedura ......cccccoeoiiiiiiiiiiiin e 1g
Solugdo de elementos traGoS™ ........ccccoieveeiriiiiiiinieeeennns 120|iL
TIaMINA-HCT e 100(ig
N - 1 P 149
Agua destilada .......c.cceeeeveeeeieeeeee e, |00OmL

* Composicdo da solucdo de elementos tragos (p/v): Acido citrico 5,0%;
ZnS04.7H20 5,0%; Fe(NH425046H20 1,0%; CuS045H2 0,25%;
MnS04.4H2 0,05%; H3030,05% e NaZMo04.2H2 0,05%.

Este meio € vertido em placas de Petri e sobre este, apos solidificagao, é
colocada uma fina camada do mesmo meio, adicionada de 0,59 de celulose-
azure (Sigma).
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Determinacéo de endoglucanase

A atividade de endoglucanase é determinada através do método de Hankin
& Anagnostakis (1977), usando o meio de celulose descrito acima. O
carboximetilcelulose é usado como substrato na concentracao de 1% (peso/
vol). A visualizacdo da atividade enzimética requer que a placa contendo o
meio seja imersa em uma solugdo aquosa a 1% de brometo de cetiltrimetil
amonio. As placas devem ser deixadas por 4 horas a 4°C. A presencga de
atividade é indicada pela formacdo de um denso precipitado em volta das
colbnias. Tais zonas sdo mais faceis de ser visualizadas e medidas com uma
fonte de luz abaixo das placas. As medicbes do crescimento das col6nias
devem ser feitas antes das placas serem imersas na solugéao.

Determinacao da (3-glucosidase

Usando o método de Eberhart et al. (1964), o meio de celulase é
suplementado com 0,2% de esculina (6,7-diidroxicumarina-6-glicosideo) como
substrato e 0,05% de citrato férrico de amdnia (Montenecourt & Eveleigh,
1979) para exame da atividade de P-glucosidase. Apds a quebra da molécula
de esculina a esculetina e glicose, um precipitado preto se forma entre o ion
férrico e a esculetina, produzindo uma zona escura de cor marron-preta ao
redor das colonias com atividade p-glucosidase.

Dosagem enzimatica

Método 1. Incubar uma linhagem flungica produtora de celulase em meio
liquido de Czapek (Tuite, 1969):

Nitrato de sOdio (NaNOJ) ......cccceveeeeiiiiiiiiee e eiieee e 39
Hidrogeno fosfato dipotassico (K2HPO4) ........cccccceeeenneee. 19
Sulfato de magnésio heptaidratado (MgS04.7H20) ...... 0,59
Cloreto de potassio (KCI) .....eeeeiveeiieiiiieiieieeeeeee e 0,59
Sulfato ferroso heptaidratado (FeSO04.7H20) .........cc....... 0,01g

Papel de filtro Whatman n° 1* .........ccccciiiiiiiieeeeeeees 10g
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* O papel de filtro deve ser moido. Na auséncia deste, pode-se utilizar fibras
de celulose fornecidas pela Sigma.

Culturas séo incubadas sob agitacao (180rpm) a 28°C, no escuro. Apés
3-4 dias, o micélio é colhido por filtracdo e o sobrenadante é usado para
determinar a atividade enzimatica extracelular.

Método 2. Utiliza-se como meio de cultura farelo de trigo - 40gL'lem
adgua destilada. Ferver por 30 minutos e filtrar em gaze duplo. Completar o
volume para 1L.

Incubacédo: Em dois frascos Erlenmeyer de 250mL s&o colocados 100mL
de meio/cada frasco e incubados com 3 discos de 0,5cm de diametro de
meio agar (BDA = Batata-Dextrose-Agar) onde o fungo se desenvolveu. Incubar
outros dois frascos sem o in6culo como testemunha. Deixar sob agitagdo por
7 dias a 180rpm, a temperatura de 28°C. Filtrar o contetdo de cada
Erlenmeyer, separadamente, em papel Whatman n° 1. Para cada filtrado
(dois/isolado) procede-se a dosagem das enzimas endoglucanase e p-
glucosidase, em duplicata.

Dosagem de [3-glucosidase - a atividade é avaliada segundo Kubicek
(1981). Adiciona-se 0,1 mL do filtrado a um tubo contendo 1mL de tampéao
citrato 50mM, pH entre 4.8-5.0 e 0,1 mL de uma solugdo de p-nitrofenil-p-D-
glucopiranosideo (pNPG) a 50mM em &gua destilada. Incuba-se por 10 min. a
50°C (banho-maria). Adicionar a cada tubo 2mL de solucdo 1M de Na2CO03
para parar a reagcdo. Completar o volume de cada tubo para 10mL com agua
destilada (em torno de 6,8mL) e fazer a leitura da absorbancia a 410nm.

Dosagem de Endoglucanase - a atividade da endoglucanase é avaliada
através da adicao de 0,1 mL do filtrado a um tubo contendo 0,9mL de uma
solucdo de carboximetilcelulose a 0,5% de tampé&o citrato, pH 5 a 50mM.
Incuba-se por 24 horas a 50°C (banho-maria). A reacédo é parada adicionando-
se 1mL da solucao de acido dinitrosalicilico (DNS) a 1% (Miller, 1959). Aquece-
se novamente a 50°C por 15 minutos. Completa-se o conteddo do tubo para
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10ml_ (acrescentar cerca de 8mL de agua destilada). Procede-se a leitura da
absorbancia a 540nm.

Obs.: 1) Na hora de ferver as amostras, cobrir com papel aluminio para
evitar a evaporacdo. 2) Uma unidade de enzima é definida como a
guantidade de enzima que libera um mmol de acucar redutor, expresso
como glucose/minuto sob as mesmas condi¢des. Portanto, € necessario
preparar a curva de glucose com solucdo DNS.

Preparo das solugdes:

1. Tampéo Citrato 50mM - pH 5.0
Citrato de sédio (PM =294,10)
Para se preparar 1000mL de solucado 0,05M, pesar 14,7g de citrato.

2. Carbonato de sodio 1M

Carbonato de sédio (PM = 105,99)

Para se preparar 1000mLde solugdo 1M, pesar 105,99 g de carbonato.
Ou 10,5999 de carbonato para se preparar 100mL.

3. p-Nitrofenii-p-D-glucopiranosideo (pNPG) - 50mM

pNPG (PM =301,3)

Para se preparar 1000mL de solugdo 0,05M, pesar 3,0g de pNPG. Assim,
para 5mL, pesar 0,01 5g de pNPG.

4. Carboximetilcelulose (CMC) - 0,5% em tampdao citrato 50mM.
Pesar 0,59 de CMC e dissolver em 100mL de tamp&do conforme
preparado.

5. Preparo da solugcdo DNS a 1%: 10g de &cido 3,5-dinitrosalicilico; 2g
de fenol; 0,59 de Na2S03 10g de NaOH e 200g de sal de Rochelle
(KNaC4H40 g4H2) em 1000mL de &agua destilada. Dissolver bem e
armazenar em frasco escuro.

Cuidado!: Usar luvas, 6culos de protecdo e méascara.
Preparar dentro da capela com exaustéo.
Extremamente téxico!
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Curva-padrao de DNS - acido 3,5-dinitrosalicilico; qualidade Sigma ou
equivalente

1. Preparar 10mL de glucose (Img mL1) e fazer as diluicbes conforme
descrito a seguir, para se obter a curva:

Glucose (mL) Agua dest. (mL) Conc. final de glucose
MgmL'1l iMmL'1
0.00 1.00 0.00 0.000
0.05 0.95 0.05 0.278
0.10 0.90 0.10 0.556
0.15 0.85 0.15 0.834
0.20 0.80 0.20 1.112
0.25 0.75 0.25 1.390
0.30 0.70 0.30 1.668
0.35 0.65 0.35 1.946
0.40 0.60 0.40 2.224
0.50 0.50 0.50 2.780
0.60 0.40 0.60 3.336

2. De cada diluicdo, preparar 3 amostras de 250mL, adicionar 1mL da
solugdo DNS. Cobrir os tubos com papel aluminio e ferver por 10
minutos. Diluir para 10mL com agua destilada (isto é, acrescentar
8,75 mL de &gua). Resfriar e medir absorbancia a 550 nm.

3. Corrigir suas amostras baseado na curva padrdo, usando-se a regressao.
Expressar atividade como Unidades, definir unidade como
mM mL 1min\ por mg de proteina ou mg de micélio.
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X. USO DE CROMOFOROS NA
DETECCAO DE ENZIMAS
EXTRACELULARES DE FUNGOS

Jane L. Faull
Milton Ricardo de Abreu Roque

Introducéo

Técnicas de deteccdo de enzimas extracelulares de fungos envolvem,
tipicamente, etapas de seu crescimento em meio indicativo especifico (ex.:
Hankin & Ananostakis, 1975; Gochenaur, 1984) ou leitura em
espectrofotbmetro (ex.: Bollag & Leonowicz, 1984; Martinez et al., 1988). O
sistema APl ZYM encontrado no mercado é usado nos estudos micolégicos e
é capaz de detectar 19 diferentes atividades enzimaticas extracelulares
(Bridge & Hawksworth, 1984 e 1985; St Leger et al., 1986).

Métodos que empregam fluor6foros para deteccdo da atividade
enzimatica, particularmente 4-metil-umbeliferona, foram desenvolvidos para
bacteriologia (ex.: 0'Brien & Colwell, 1987). Além disso, os derivados 4-
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metil-umbeliferona de lactose e celobiose foram utilizados para diferenciar
0s componentes da enzima celulase de Trichoderma reesei (Claeyssens, 1989).
No presente método, emprega-se 4-metil-umbeliferona glicosidica para avaliar
as enzimas extracelulares de origem fungica em meios de cultura. Este
indicador é extremamente versatil e Gtil para ser utilizado no "screening"
rapido para se detectar o efeito, do meio ambiente ou de algum produto
xenobibético, sobre o metabolismo microbiano.

Protocolo de analise

Cultura

Emprega-se cultura do fungo que deseja estudar, crescida em meio liquido
glicose-extrato de levedura (GYM; Mugnai et al., 1989). Apds cerca de 7 a 9
dias de incubacdo, o meio de cultura deve ser filtrado e congelado a menos
20°C.

Substrato fluorescente

Preparar solugdo-estoque 50mM de 4-metil-umbeliferil-p-D-glucosideo
(4MUGIu), 4-metil-umbeliferil-p-D-galactosideo (4MUGal) ou 4-metil-umbeliferil-
N-acetil-P-D-glucosaminideo (4MUNacGlu) em 1,6mL de dimetilformamida
(DMF). Esta solucdo estoque foi diluida em 0,15 a 9,85mL de solugdo 0,05M
de acetato de sddio (pH 5.4), para todos os testes.

O ensaio de screening deve ser feito em pocos de microplacas. Adiciona-
se 50(iL do reagente diluido sobre 50fiL do filtrado e incuba-se a 37°C por 4
horas. Ap6s aincubacéo, adiciona-se 50jiL de solucédo saturada de bicarbonato
de s6dio em cada teste, e observa-se a fluorescéncia sob luz ultravioleta de
comprimento de onda longa. As determinacfes sao realizadas em duplicatas.
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Resultado

Os resultados séo classificados em + = atividade enzimética indicada
pela forte fluorescéncia; w =fraca fluorescéncia e -=nenhuma reacéo.

A vantagem deste método, comparado ao do APl ZYM, é que produz
resposta em apenas duas horas de incubacdo. Mas, apos 4 horas de incubacéo,
os dois métodos resultam em respostas semelhantes.

E a vantagem sobre os métodos tradicionais de determinacdo, como 0s
descritos no capitulo IX do presente manual, € a rapidez na obtencdo dos
resultados com pequena quantidade de meio de cultura. O presente método

nao fornece resultado quantitativo.
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X1. ANALISE DE FOSFATASE ACIDA
E ALCALINA: COMPONENTE DO
INDICE DE QUALIDADE BIOQUIMICA
DO SOLO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto
Regina Teresa Rosim Monteiro

Introducao

A qualidade do solo depende de um grande numero de propriedades
fisicas, quimicas, biologicas e bioquimicas. Sua caracterizacdo exige a escolha
dos pardmetros mais sensiveis a mudancgas introduzidas nas préaticas de
manejo (Elliott, 1994). E, portanto, necessario, desenvolver indices que
combinem essas diferentes propriedades e que possam servir como indicadores
precisos dos principais processos do solo (Elliott, 1994).

Enzimas extracelulares, incluindo fosfatases, sdo importantes para a
degradacado de substancias organicas no solo, p.ex. mineralizacdo de fosfato
organico. A atividade das fosfatases ¢é influenciada pelas diversas
propriedades do solo, pela cobertura vegetal e pela presenca de inibidores e
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indutores. S&o fatores importantes para fortalecer a ciclagem de P e a
consequente melhora na fertilidade e produtividade do solo.

Fosfatase é um nome genérico para descrever um grupo de enzimas que
catalisam a hidrdlise de ésteres e anidridos do &cido fosférico. Fosfatase &cida
e fosfatase alcalina sdo hidrolases fosféricos monoéster (EC 3.1.3) enquanto
gue fosfodiesterase é uma hidrolase fosférica do diéster (EC 3.1.4). Estes trés
grupos de enzimas atuam nas ligacGes ésteres.

A fosfatase acida (com o pH ideal entre 4.0-6.5) e fosfatase alcalina (pH
entre 9.0-10.0) foram encontradas no solo, e constatou-se a predominancia
de fosfatase acida em solos acidos e em alcalinos a fosfatase alcalina. Mas a
sua avaliacdo é feita em torno de pH neutro (6.5-7.0) (Eivazi & Tabatabali,
1977).

Atividade de fosfatase foi utilizada para se avaliar o efeito da aragem e
manejo de residuos vegetais sobre as propriedades do solo (Deng & Tabatabai,
1997), efeito de bactéria solubilizadora de fosfato e micorrizas no crescimento
do tomate e atividade microbiana (Kim et ai., 1998) e no desenvolvimento de
indice de qualidade do solo correlacionando propriedades biolégicas e
bioguimicas (Trasar-Cepeda et al., 1998).
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Protocolo de analise (Tabatabai & Bremner, 1969; Eivazi & Tabatabai,

1977 e Tabatabai, 1982).

Material

Vidraria: baldo volumétrico 100mL (2un)
baldo volumétrico 500mL (4un)

baldo volumétrico 10mL (8un)

baldo volumétrico 50mL (1un)

tubos de ensaio de vidro, com tampa (16un)
kitassato de 125mL (14un)

funil de vidro (14un)

pipeta de 1mL (5un)

pipeta de 5mL (2un)

pipeta volumétrica de 10mL (1lun)
pipeta volumétrica de 2mL (1un)

pipeta volumétrica de 3mL (1un)

pipeta volumétrica de 4mL (lun)

pipeta volumétrica de 5mL (1un)

filtro de papel Whatman n° 42

Reagentes

padrdo analitico de p-nitrofenol (PNP), 99%, Aldrich

padrdo analitico de p-nitrofenil fosfato.6 H20 p-NPP, 98%, Aldrich
acido maléico, RPE, Cario Erba

acido citrico, PA, ACS, grau Ecibra

acido borico crist., PA, grau Merck

NaOH, PA

HCI, PA

CaCl2, PA

THAM (=Trizma; tris[hidroximetillaminometano = Tris)
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Preparo das solucdes

1.

MUB (modified universal buffer) estoque - 100mL

Dissolver 1,21 g de THAM; 1,1 6g de acido maléico; 1,4g de &acido
citrico; 0,63g de &cido borico em cerca de 50mL de solucdo NaOH
1N, transferir para baldo volumétrico de 100mL e completar o volume
com agua destilada. Estocar em refrigerador.

MUB pH 6.5: preparar somente quando for efetuar a andlise. Pipetar
10mL da solucdo MUB estoque (pipeta volumétrica), acertar pH para
6.5 com solugcdo de HCI 0,1N e ajustar o volume para 50mL com
agua destilada.

. MUB pH 11: pipetar novamente 10mL da solugdo MUB estoque, acertar

pH para 11 com solugdo de NaOH 0,1 N e ajustar o volume para
50mL com &gua destilada. Esta solugdo destina-se a avaliar a atividade
de fosfatase alcalina.

Solugcdo aquosa de hidroxido de sédio (NaOH) 1M: pesar 20g de NaOH,
transferir para baldo volumétrico e acrescentar agua destilada.

. Solucdo de HCI 0,1N: (densidade do acido = 1,1 85 e pureza = 37%).

Pipetar 4,2mL do acido e gotejar sobre aproximadamente 200mL de
agua destilada contida no baldo volumétrico de 500ml_ e acertar o
volume com agua destilada.

Solucdo de cloreto de célcio 0,5M: pesar 36,759 de CaCl2.2H20,
transferir para baldo volumétrico de 500mL e acrescentar agua
destilada completando o volume.

Solugcdo aquosa de hidroxido de sédio 0,5M: pesar 10g de NaOH,
transferir para baldo volumétrico de 500ml_ e acrescentar agua
destilada até completar o volume.

. Solucdo padrdo de p-nitrofenol: preparar quando for efetuar a analise.

Pesar 0,01 g de PNP, transferir para baldo volumétrico de 10mL.
Acrescentar 0,7mL de agua destilada, colocar no banho de ultra-som
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e quando o reagente estiver totalmente dissolvido, completar o volume
com éagua destilada. E possivel estocar em refrigerador por uma
semana.

A curva-padréo foi preparada com as diluicbes conforme o fluxograma

a segquir:
1000 ppm
+ 1mLCaCl2 + ImLCaCh  --—---- Idem - Idem ... ldem ... Idem
+ 4mL NaOH + 4mL NaOH W - Idem - ldem  --——-- ldem ... Idem

9. Solucgéo de p-nitrofenil fosfato dissédico hexahidratado (PM =371,14q)
0,025M: preparar quando for efetuar a analise. Pesar 0,0928g,
transferir para baldo volumétrico de 10mL e completar o volume com
solugdo MUB pH 6.5.

PS: A referéncia original utilizou solugdo 0,01 5M e o sal tetrahidratado.
Para nossas amostras houve necessidade de adequar a concentracdo devido
a caracteristica muito argilosa dos solos analisados.

Procedimento

Pesar 4 x 1g de solo (<2mm) de cada amostra em tubo de ensaio (dois
serdo brancos e dois serdo amostras). Adicionar 0,2mL de tolueno e 4mL de
MUB pH 6.5. Acrescentar 1mL de p-NPP em MUB somente nas amostras.
Agitar, fechar os tubos e incubar a 37°C por uma hora. Apds a incubacao,
adicionar 1mL de CaCl2 0,5M e 4mL de NaOH 0,5M. Agitar e filtrar a
suspensdo em papel de filtro. Proceder a leitura no espectrofotometro a
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400nm. Para os brancos, adicionar 1mL da solucdo de p-NPP apds a adicao
da solucdo de cloreto de calcio 0,5M e 4 mL de NaOH 0,5M, imediatamente
antes de filtrar a suspensdo de solo.

Obs.: Adiciona-se solucdo de CaCl2 para interromper a reacdo e para
evitar a coloracdo marrom causada pela matéria organica. A solucdo de
NaOH é para extrair o p-nitrofenol liberado (Tabatabai & Bremner, 1969).

A fosfatase alcalina é determinada da mesma forma descrita
anteriormente, substituindo-se a solu¢gdo MUB pH 6.5 pela solugdo MUB pH
11.

Calculo

Corrigir os resultados para o controle e calcular o p-nitrofenol por mililitro
de filtrado, referindo-se a curva de calibracao.

p-nitrofenol (mg x g”de solo x h1)= Cxv
PSS x SW x t

onde: C=concentracdo de p-nitrofenol medido (mg x mL"de filtrado);
v =volume da suspensédo de solo em mililitros;

PSS = peso seco de 1g de solo;

SW = peso do solo usado (1Q);

t= tempo de incubacdo em horas.
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X1l. METODOS PARA DETECCAO
DAS MUDANCAS QUIMICAS
NA RIZOSFERA

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto
Pedro José Valarini

Introducéao

As raizes de plantas e as atividades microbiolégicas do solo podem
influenciar grandemente a disponibilidade e absorcdo de nutrientes minerais
deste por diversos mecanismos, como a liberacdo de exsudatos, protons,
ions bicarbonato e ectoenzimas. Estes mecanismos sao de particular
importancia para solos em condi¢cfes de baixa disponibilidade de nutrientes.

Baseados principalmente em agar como meio, varias técnicas estdo
disponiveis para visualizar as mudancas quimicas que podem ocorrer na
rizosfera de plantas cultivadas, em resposta aos manejos adotados.
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1. Método para deteccdo da atividade de
fosfatase acida na rizosfera (Dinkelaker & Marschner,
1992)

Em solos com altas concentra¢cfes de fésforo organico (solos acidos de
florestas), as fosfatases na rizosfera tém um papel importante no mecanismo
de absor¢cdo de fosforo pelas raizes de plantas. Pela agdo destas enzimas, 0s
compostos organicos fosforados sdo hidrolisados para formas inorgéanicas
para permitir o seu aproveitamento pelas plantas. A atividade da fosfatase
acida na rizosfera pode ter sua origem na raiz das plantas, nos fungos (como
as ectomicorrizas) ou nas bactérias. As raizes e os fungos produzem fosfatases
acidas, enquanto que as bactérias produzem também fosfatase alcalina. Sob
condicdes de deficiéncia de fésforo, a atividade de fosfatase acida se
intensifica bastante na superficie das raizes de diversas plantas (Caradus &
Snaydon, 1987; McLachlan, 1980). Em raizes ndo micorrizadas esta atividade
estd associada, principalmente, com a prépria raiz e ndo com 0S
microrganismos.

0 principio do método € o seguinte:

enzima
1-naftilfosfato > 1-naftol + P

inorganico

t-naftol + Fast Red TR --—--—---- p. corante vermelho

Protocolo de anélise

Preparo do solo

Passar o solo, seco ao ar, pela peneira de malha 2mm e calcular o seu
uso para aproximadamente 300g de solo em cada caixa. Utilizar as seguintes
concentracfes de fertilizantes para os ensaios:
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5 mg P/100g solo (~150kg P/ha): 10mL de solucdo 0,05M Ca(H2P04)2
2 mg Mg/100g solo (~60kg Mg/ha): 1mL de solucdo 0,5M MgS04

8 mg K/100g solo (~240kg K/ha): 2.5mL de solu¢cdo 0,5M KCI

10 mg N/100g solo (~300kg N/ha): 4.0mL de solugdo 0,5M Ca(N032

Em caso de substituir nitrato de calcio por sulfato de amoénio, deve-se
adicionar inibidor de nitrificacdo, em concentracdo de 10(ig/500 g de solo,
na solucdo de fertilizante. Misturar bem antes de aplica-la.

Diluir as solu¢gbes com agua destilada para se obter um volume final de
48mL/600 g solo. A solucdo deve ser aplicada ao solo lentamente, misturando
sempre muito bem. 0 conteudo final da agua no solo deve ser de
aproximadamente 8%, e esse nivel dever4d ser mantido durante todo o
experimento.

Preparo do solo na caixa de ensaio

O fundo da caixa deve ser forrado com papel de filtro Gmido para
assegurar a uniformidade da umidade do solo.

A caixa deve ser cuidadosamente enchida com aproximadamente 300g
de solo peneirado (malha 2mm) para cada caixa.

Pré-cultivo das plantas para ensaio

As sementes de milho sdo germinadas sobre vermiculita ou papel de filtro
umedecido com solucdo saturada de sulfato de céalcio, durante 3 dias a 25°C.

Crescimento das plantas nas caixas de ensaio

Sementes pré-germinadas, com raiz de cerca de 2-3cm de comprimento,
sdo plantadas no topo das caixas, que sdo fechadas com tampa transparente.
Entre o solo e a tampa, coloca-se uma folha de plastico transparente para
assegurar a abertura da tampa, sem que ela grude na raiz, no final do
experimento.
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As caixas sado cobertas com plastico preto para evitar o crescimento de
algas. E, para assegurar o crescimento das raizes ao longo da caixa, posiciona-
se esta com inclinacdo num angulo de 45°, com atampa voltada para o lado
de baixo. Durante o crescimento, as caixas sdo mantidas em camaras de
crescimento (BOD) a 25°C em regime de luz 16/8h dia/noite.

Reagentes

- 1-naftilfosfato de sédio (Merck ou similar)

- Sal de diazbnio Fast Red TR (= 2-amino-5-cloro-tolueno 1,5-naftaleno-
dissulfonato diazotizado)

- citrato trisédico

Preparo das solucdes

- Tampéo citrato: solugcdo 50mM de citrato trisddico pH 5.6 (acertar com
HCI 1M). Esta solucdo pode ser armazenada a 0-4°C, por varias
semanas.

- Solugéo do substrato: 37,5mM de sal 1-naftilfosfato de s6dio em tampéo

citrato.
- Solugdo de Fast Red TR: 2,7mM de Fast Red TR em tampé&o citrato

Obs.: as solugdes do substrato e do corante devem ser preparadas no
momento do uso.

As solucdes do substrato e do corante sdo misturadas na proporgcdo de
1:10 (v/v) e colocadas em placa de Petri. Mergulhar o papel de filtro nessa
mistura, por alguns segundos, retirar e enxugar o excesso da solugcdo com
papel absorvente. Deixar secar dentro de uma capela com exaustdo. Apds a
secagem, cortar as bordas do papel de filtro, que normalmente ficam com
concentragcdo mais elevada dos reagentes.

Para demonstrar a especificidade do método, mais papéis de filtro devem
ser preparados adicionando-se heptamolibdato de aménio nas solucdes de
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ensaio acima descritos, nas concentra¢cfes finais de 100 e 1000mM de
molibdato. 0 molibdato tem a funcdo de inibir atividade de fosfatase &cida.

Outros papéis de filtro (sem o molibdato) devem ser preparados com
solucbes de ensaio a pH 5.0, 7.0, 9.0 e 11.0.

A estocagem desses papéis ndo deve ultrapassar dois dias, durante os
guais os filtros devem permanecer embrulhados em papel aluminio e guardados
em dessecador.

Para a visualizacdo da atividade de fosfatase acida na rizosfera, a tampa
da caixa deve ser removida e o papel de filtro impregnado deve ser colocado
na superficie, recolocando-se atampa durante o periodo da reacdo (em média
de 60 a 120 minutos). Retirar o papel de filtro e secar, visualizando-se a
regido da raiz que apresentou a atividade de fosfatase acida com coloracéao
vermelho escuro.

2. Método para deteccdo da mudanca de pH da
rizosfera (Marschner & R6mheld, 1983; Haussling et al., 1985)

A composicdo quimica da rizosfera difere daquela do solo ndo-rizosférico
como consequUéncia da absorcdo de &gua e nutrientes minerais, mudanc¢a no
pH do solo induzida pelas raizes, exudatos de raizes como acucares, &cidos
organicos, fendlicos e ectoenzimas como fosfatase &cida, e atividade
microbiana. Muitos desses processos podem influir na disponibilidade de
nutrientes minerais, como P, Fe, Mn, Zn, Cu e também na solubilidade de
elementos toxicos como Al.

A mudanca no pH da rizosfera induzida pelas raizes pode advir de varias
causas, tais como: respiracdo da raiz e correspondente liberacdo de CO02
desequilibrio na absorcado de céation e anion - particularmente dependente de
fonte de nitrogénio, secrecdo de acidos organicos ou aumento da liberagéo
de H+resultante da deficiéncia de Fe.
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A mudanca no pH pode ter conseqiéncia sobre a atividade microbiana e
particularmente sobre a disponibilidade de elementos minerais. A densidade
populacional relativamente alta de bactérias nitrificadoras na rizosfera de solos
acidos, com pH entre 4.1-4.5, foi relacionada ao aumento do pH induzido pelas
raizes em zona basal (Smit & Woldendorp, 1981).

Protocolo de analise

O método baseia-se no uso de 4gar como meio e bromocresol parpura como
indicador de pH.

O método de preparo do solo e a germinagdo das plantas usadas no
teste € aquele descrito para deteccdo de fosfatase &acida.

Preparo do meio 4gar com indicador de pH

Suspendem-se 3,75g de agar-agar (Merck ou similar) em 300mL de agua
destilada e aquecida até o ponto de fervura em banho-maria, por 15 minutos.
Apés esse periodo, adicionam-se 3ml_ de solugdo aquosa de bromocresol
purpura (1% w/v ajustado para pH 6.0), e ajusta-se o volume para 500mL.
Se necessario, o pH da solucdo de agar deve ser ajustado, com H2S04 1N,
para 5.8-6.0 (coloracdo avermelhada). Esta solugdo pode ser guardada a 40-
60°C, em banho-maria, por 24 horas.

Preparo da solucdo de bromocresol purpura

Suspender um grama (1g) de bromocresol puUrpura (acido livre e insoltvel
em agua) (indicado para se medir pH entre 4.5-7.5) em 80ml_ de A4gua destilada,
em um Erlenmeyer. Sob agitacdo continua, utilizando agitador magnético,
adicionar gota a gota uma solugdo 1N de NaOH. Durante esse procedimento,
o pH ndo deve exceder 9.0. ApOs a solubilizacdo completa do indicador
(ap6s ~30 minutos), ajustar o pH da solugcdo para cerca de 6.0 utilizando
uma solugcdo 1N de H2S04.

116- Manual Técnico



XIl. METODOS PARA DETECGAO DAS MUDANGAS QUIMICAS NA RIZOSFERA

P.S.. Para medidas de pH entre 3.8-5.4, pode-se usar o bromocresol verde.
Método com placa de agar pré-fixada

A solucdo de &gar contendo indicador de pH é vertida sobre a superficie
lisa das caixas de ensaio, onde deve permanecer para esfriar. Esse
procedimento permite preparar placas de agar relativamente finas (cerca de
2-3mm de espessura). As caixas com placas de agar podem ser armazenadas
a baixa temperatura e alta umidade (evitar ressecamento).

Para se medir o pH da rizosfera, retirar a placa de agar e colocar sobre a
interface entre a raiz e o solo. A mudanca no pH do agar pode ser visualizada
em questdo de minutos. O método pode ser aplicado mesmo em condi¢bes
de campo.
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XIIl. ANALISE DA ATIVIDADE
DE DESIDROGENASE

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto

Introducéao

Nesta analise, o cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC) é utilizado como receptor
artificial de elétrons e sera reduzido pela acdo de enzimas desidrogenase,
formando o composto trifeniltetrazolio formazan (TTF), um precipitado insolavel
em agua, vermelho, mas solivel em solventes organicos (etanol ou metanol)
e medido colorimetricamente. Quase todos os microrganismos reduzem TTC
a TTF (Figura 1) e o presente ensaio indica convenientemente a atividade
das desidrogenases envolvidas, o que permite sua aplicacdo na medida do
impacto de moléculas toxicas sobre a atividade microbiana (Bitton & Koopman,
1989).
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Cloreto de trifeniltetrazélio - TTC Trifeniltetrazdélio formazan - TTF
(incolor) (vermelho)

Figura 1. Mecanismo de reducdo do TTC a TTF

Protocolo de analise (casida et al., 1964)

Reagentes

Trifeniltetraz6lio formazan P.A., qualidade Sigma ou similar
Cloreto de trifeniltetrazélio P.A., qualidade Sigma ou similar
Metanol P.A., qualidade Merck ou similar

Materiais

Tubos de ensaio de vidro Pyrex, capac. 20mL, com tampa rosqueavel
Pipetas volumétricas e graduadas

Banho-maria

Baldo volumétrico

Centrifuga

Espectrofotbmetro

Pesar 5g de solo em um tubo de ensaio com tampa rosqueavel e adicionar
5mL de solugdo TTC a 1% em agua. Agitar vigorosamente em agitador de
tubos até completa homogeneizacdo. Colocar em banho-maria a 37°C durante
24h, e agitar os tubos esporadicamente.

ApOs esse periodo, extrair com 10mL de metanol, agitar e decantar o
solo. Retirar o sobrenadante com pipeta Pasteur transferindo-o para tubos de
centrifuga. Fazer o mesmo procedimento mais uma vez. Centrifugar a solugcao
por 10 minutos a 3400rpm.
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Transferir o sobrenadante para uma cubeta e efetuar a leitura em
espectrofotbmetro a 485nm, com abertura de fenda 2.

Curva-padroo de TTF

Preparar solucdo de TTF a 30ppm (3mg/100mL) em metanol P.A.. A
partir dessa solucdo-estoque, fazer diluicbes, pipetando-se volumes de 1 a9
mL para baldes volumétricos de 10 mL, completando-se o volume do baldo
com metanol PA.

Dessa forma, obtém-se concentragcbes que variam de 3 a 27ppm.

Fazer a leitura da absorbancia em espectrofotémetro a 485nm, e fazer
grafico de absorbancia x concentracdo (Figura 2).

0.000-1 1 1 1 1 1
0.000 0.005 0.010 0.015 0.020 0.025 0.030

concentragcdo (mg/ml)

Figura 2. Curva-padrdo de TTF (absorb&ncia versus concentracéo)
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Resultados

Através da curva padrdo de TTF (1,3,5- Trifenilformazan), podem-se
encontrar os valores das concentracfes para cada tipo de solo, pela equacéo
de reta:

y = ax + b

onde:

X = concentracdo da amostra
y = absorbancia

b = intersecéo

a = inclinagao

0 valor da concentracdo encontrado tem unidade de mg/ml'. Como na
amostra utilizaram-se 25mL, multiplica-se o valor encontrado por 25.

Sabendo-se que 1mg de TTF eqiivale a 150,35ul de H e conhecendo-se
guantos mg sédo formados em cada amostra, faz-se a seguinte relagao:

img 150,35(il de H
Xxmg y |il de H

Divide-se o valor encontrado pelo peso seco do solo;

Finalmente faz-se a correcdo da umidade.

Correcdo da Umidade

Multiplica-se o valor da umidade pela concentragcdo encontrada no
respectivo solo, resultando um valor z

Soma-se entdo esse valor z a concentracdo antiga, obtendo-se, assim, a
correcdo da umidade.
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Obs.: Em solos com alto teor de argila, recomenda-se o uso de solucédo
de TTC a concentracdo de 1,5%.
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XIV. DETERMINACAO DE
MICRORGANISMOS
METABOLICAMENTE ATIVOS
EM AMBIENTES NATURAIS, POR
CTC (5-CYANO-2,3-DITOLUYL

TETRAZOLIUM CHLORIDE)

René Peter Schneider

Introducao

O conhecimento da fracdo de microrganismos fisiologicamente ativos
de uma populacdo microbiana em ambientes naturais é uma das informacdes
mais importantes em ecologia microbiana. Enquanto que os métodos de
contagem total de células microbianas por meio de fluorocromos, como por
exemplo, a acridina laranja ou DAPI (4',6'-diamidino-2-phenylindol) estéo
relativamente bem estabelecidos, a determinacdo do numero de
microrganismos ativos estd sujeita a muitas incertezas. Primeiramente,
deve-se definir o que poderia ser considerado um microrganismo ativo para
depois verificar se os métodos utilizados para a determinacdo destes
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organismos sao adequados ou ndo. Em termos de molécula, a atividade
microbiana consiste em uma sequéncia de reacfes quimicas coordenadas,
gue permitem ao organismo gerar energia, biomassa ou liberacdo de alguma
substancia ao meio ambiente. O resultado desta atividade é a transformacéao
de substancias. A atividade metabdlica pode resultar na producao de biomassa,
com ou sem divisdo de células, na producdo de algum metabdlito ou na mera
sobrevivéncia do organismo, caracterizada pela manutencdo de sua
integridade fisica e fisiolégica, mas sem alteracdo da quantidade de biomassa
por célula ou mesmo com reducdo do valor deste parametro. No meio
ambiente, todas estas manifestacbes de atividade microbiana ocorrem
simultaneamente, sendo que a grande maioria dos organismos se encontram
em estado de senescéncia, também denominado "viavel, mas ndo cultivavel".
Somente pequena parte das células se encontra na fase de crescimento, que
depende da disponibilidade de suprimento adequado de nutrientes. Este
suprimento pode variar dependendo da sazonalidade, do horario do dia, ou
mesmo de processos mais aleatérios, como o contato do microrganismo com
excrementos ou mesmo cadaveres. Além disso, grande parte dos
microrganismos no meio ambiente (solo em particular) vive associada a
superficies na forma de biofilmes.

A diversidade de compostos organicos do meio ambiente que pode ser
utilizada por microrganismos € enorme devido ao papel desses organismos
na reciclagem de nutrientes. A analise de amostras ambientais por meio de
métodos de determinacdo de bactérias em amostras ambientais, cujos
organismos dependem da formacao de colbnias em meios de cultura solidos,
muitas vezes, produzem resultados inferiores por varias ordens de grandeza
em relacdo a contagem total de microrganismos. O baixo numero de
microrganismos ativos nestes meios ocorre devido aos seguintes fatores:

- somente pequena parte dos microrganismos presentes no meio ambiente
estd na fase de crescimento;

- muitos organismos no meio ambiente tém crescimento lento. Sua
deteccdo demandaria tempos de incubacdo de varias semanas, com
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as colénias de crescimento mais lento sendo encobertos por colénias
de crescimento mais rapido;

- a grande diversidade metabdlica dos microrganismos do meio ambiente
dificulta sua replicagdo nos meios de cultura.

Uma quantificacdo dos microrganismos ativos em um ambiente mais
realista pode ser feita com métodos de identificacdo direta das bactérias
ativas, como por exemplo a incubagdo de microrganismos com substratos
cuja reducdo em algum ponto da cadeia respiratéria produz compostos
coloridos ou detectaveis por fluorescéncia. Os indicadores citoquimicos mais
usados nestas medicfes sdo derivados de sais de tetrazdélio (Thom et al.,
1993). O 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-feniltetrazdlio (INT) € o composto
mais utilizado para quantificagdo da atividade de microrganismos em amostras
ambientais, principalmente em situa¢gdes onde a quantificacdo pode ser feita
apés a extracdo do produto de reducdo do tetrazdlio, a formazana. A reducéo
intracelular do INT produz um cristal de formazana detectavel por microscopia
de campo claro. O método, porém, nao permite a visualizagcdo do cristal em
ambientes opacos.

Um outro derivado do sal tetrazdlio, o cloreto de 5-ciano-2,3-ditoluil
tetrazdlio (CTC), quando reduzido, produz um composto que se acumula no
interior da célula e pode ser detectado pela fluorescéncia vermelha (excitagao:
380 nm, emisséo: 602 nm, coeficiente de extingdo: 1,624 x 104 L/moM x cm
(Rodriguez et al., 1992). A combinagdo do CTC com um marcador de DNA
gue produza fluorescéncia em um comprimento de onda diferente, como por
exemplo, o DAPI (excitagdo: 340nm; emissdo: 450nm), permite analisar, em
uma mesma amostra, a quantidade total de células (contagem dos organismos
marcados com DAPI) e os organismos ativos naquele ambiente (contagem
com CTC).

Estudos comparativos sobre os sitios de abstracdo de elétrons na cadeia
respiratoria de E. co/i indicam que com o INT os elétrons sdo abstraidos das
enzimas succinato e NAD(P)H desidrogenase, da ubiquinona e dos citocromos
b555 e b556, enquanto que, no caso do CTC, os elétrons sdo transferidos
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das duas desidrogenases (Smith & McFethers, 1997). A oxidacao de O, esta
mais diretamente acoplada a reducdao do CTC do que do INT (Smith &
McFethers, 1997).

O teste de CTC pode ser utilizado para quantificacdo de microrganismos
ativos em amostras de agua (Ullrich et al. 1996; Tholozan et al., 1999;
Kawai et al., 1999), em biofilmes microbianos (Rodriguez et al., 1992; Schaule
et al.,, 1993), no solo (Yu et al., 1995; Winding et al., 1994) e ar (Hernandez
et al., 1999).

Interpretacao dos resultados

A interpretacdo dos resultados do teste, porém, requer alguns cuidados
(Ullrich et al., 1996). O teste baseado na reducdo de um composto por elétrons
desviados da cadeia de transporte de elétrons afetara a taxa de crescimento
do organismo. Teoricamente o seqlestro de elétrons em nivel de succinato-
e NAD(P)H- desidrogenases reduz a producdo de ATP na cadeia respiratdria
de 3 ATP's para somente um ATP. Na prética, esta retirada nunca funciona
com eficiéncia maxima. Dados obtidos por Smith & McFethers (1997) indicam
que a relacdo entre consumo de oxigénio e reducao de formazana em células
de E. coli é de cerca de 5 para 1, ou seja 5 moles de oxigénio sdo consumidas
para cada mol de formazana produzida, o que indica que somente 20% dos
elétrons da cadeia de transporte de elétrons sdo absorvidos pelo CTC. A
reducdo da disponibilidade de energia na célula também afetard a capacidade
do microrganismo em absorver compostos, como por exemplo a glucose,
que, devido a sua reduzida concentracdo em ambientes naturais, séo
assimilados por sistemas de transporte dependentes de ATP. Todos estes
fatores contribuem para reduzir ataxa de crescimento de organismos expostos
ao CTC ou a outros compostos de atuacdo similar. Ullrich et al. (1996)
afirmaram que as taxas de crescimento calculadas com base em dados sobre
a quantidade de microrganismos ativos obtidas com CTC seriam
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superestimadas e irreais, comparadas as taxas calculadas com compostos
radioativos. O calculo utilizado é, porém, guestionavel. O consumo de timidina
radioativa medido na amostra foi dividido pelo nadmero de microrganismos
ativos determinados por auto-radiografia, muito maior do que o numero de
organismos ativos no teste de CTC. Este calculo, obviamente, resulta em
uma superestimacdo da taxa de crescimento dos organismos marcados com
CTC. O correto seria determinar ataxa de conversédo de substratos radioativos
separadamente para 0s organismos marcados com CTC e depois determinar
as suas taxas de crescimento. Este exercicio, porém, indica claramente o
significado do teste de CTC. A reducdo de CTC ocorre primordialmente no
interior de células com taxas de metabolismo significativas, pois sO serao
detectados os organismos onde a abstracdo de cerca de 20% dos elétrons
transferidos na cadeia respiratdria reduz uma quantidade de CTC suficiente
para deteccdo por fluorescéncia. O teste, portanto, identifica os organismos
mais ativos em um ambiente. Organismos com metabolismo mais lento s6
serdo detectados com métodos radioativos. Apesar de seu maior namero
(Ullrich et al., 1996), a sua contribuicdo para as taxas de biotransformacéao
total em um ambiente serd consideravelmente menor do que a contribuigdo
das células com metabolismo mais intenso detectadas com CTC.

Trabalhos sobre formas viaveis, mas néo cultivaveis de microrganismos
indicam que o teste de CTC detecta niveis muito reduzidos de metabolismo.
Em experimentos sobre a formacdo de células viaveis, mas nao cultivaveis
de Campylobacter jejuni, o numero total de células detectado por DAPI
permaneceu inalterado em 10&8mL ' durante os 30 dias do experimento, o
namero de organismos detectaveis por plaqueamento diminuiu para menos
de 1CFU mL1 ap6s 16 dias e o numero de células detectaveis por CTC
permaneceu por volta de 107mL1durante os ultimos 14 dias do experimento
(Tholozan et al.,, 1999). Resultados similares foram obtidos com Salmonella
typhimurium em solos (Marsh et al.,, 1998).
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Procedimento

O teste de CTC pode ser feito tanto com os substratos naturais presentes
no ambiente, ou seja, sem a adicdo de fontes de nutrientes exdgenas, como
com substratos adicionados ao meio. Antes de cada experimento, devem ser
feitos alguns experimentos para otimizacdo do teste. Os seguintes fatores
devem ser considerados:

- Tempo de incubacao: é o tempo de exposi¢cdo da amostra que permite
detectar o maior niumero de células ativas. O tempo de incubacéao
ideal varia entre 4 e 6 horas para solos (Winding et al., 1994; Yu et al.,
1995) a 1 hora, no caso de amostras de agua (Schaule et al., 1993;
Kawai et al.,, 1999). O tempo ideal de incubacdo deve ser determinado
separadamente para cada tipo de amostra. Tempos mais curtos
produzirdo resultados mais representativos para as amostras, pois
incubacdo prolongada oode ativar o metabolismo de células
senescentes.

- Concentracdo de CTC: as concentracdes ideais de CTC para incubacéo
variam entre 2mM e 10mM e devem ser determinadas em experimentos
preliminares.

- Forma de incubacdo: as amostras devem ser agitadas, se possivel,
durante o periodo de incubacao

- Adicdo de substratos: a adicdo de substratos as amostras pode estimular
a producdo de CTC. Nem todos os substratos sdo, porém, adequados
para este fim. Deve-se também considerar que esta adicao altera as
condicbes metabodlicas das células e que nem todos os organismos
presentes na amostra reagirdo da mesma forma a uma substancia. Se
0 objetivo do experimento for o estudo de sistemas naturais, é
recomendavel conduzir os testes de CTC somente com 0s substratos
naturalmente presentes na amostra.
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Formato do teste

s

O teste é simples e demanda poucos equipamentos especificos:
microscoépio de fluorescéncia, sistema de filtracdo de amostras (de preferéncia
membrana de 0,2mm), corantes (CTC e DAPI, qualidade Sigma ou
equivalente), 4gua destilada ou de qualidade similar. No caso de amostras de
solo, a incubacdo com CTC pode ser feita diretamente no solo, sendo as
bactérias separadas e coletadas em filtros apds o término da incubacdo. No
caso de amostras de agua, a incubagdo com CTC pode ser feita diretamente
na amostra, sendo esta analisada diretamente ou indiretamente, ap0s a coleta
dos microrganismos em um filtro.

Recomenda-se preparar uma solu¢cdo com alta concentracdo de CTC
(solucédo-estoque), diluindo-se a quantidade apropriada do composto em agua
destilada ou filtrada por sistemas como por exemplo Milli-Q, ambas
esterilizadas. A concentracdo de CTC nesta solucdo-estoque deve ser
calculada de maneira a permitir diluicbes que ndo alterem demasiadamente
o volume da amostra. ApOs a adicdo do CTC, a amostra deve ser incubada
durante o tempo ideal estabelecido nos experimentos preliminares.

A analise do resultado é feita por microscopia de fluorescéncia, utilizando-
se os filtros apropriados para excitacdo (380nm) e deteccdo da fluorescéncia
emitida (602nm). O teste pode ser complementado com o método de
contagem total de microrganismos baseado na marcacdo com DAPI (4',6'-
diamidino-2-phenylindol, excitagdo: 340nm; emissédo: 450nm, Yu et al., 1995).
DAPI também é preparado como solucéo-estoque em agua destilada ou similar,
sendo adicionado a amostra a uma concentracdo de 1 mg/ml. Esta incubacgao
é feita apos a incubagcdo com CTC e dura entre cinco e vinte minutos, devendo
o tempo apropriado de incubacdo também ser verificado em experimentos
preparatorios. As células marcadas com DAPI e com CTC podem ser
visualizadas simultaneamente na mesma amostra, pois as células marcadas
com CTC fluorescem em cor vermelha, e aquelas marcadas com DAPI
fluorescem em cor amarela ou verde-claro.
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XV. ESTIMATIVA DAATIVIDADE
MICROBIANA: METODO
DE HIDROLISE DO DIACETATO

DE FLUORESCEINA

Regina Teresa Rosim Monteiro

Introducao

Compostos fluorogénicos sdo enzimaticamente transformados em
produtos fluorescentes que podem ser visualizados em microscopio de
fluorescéncia. A fluoresceina é um exemplo desse grupo de compostos. Os
derivados de fluoresceina sao hidrolisados pelas lipases, esterases e
parcialmente, pelas proteases. A reacdo pode ser catalisada pelas proprias
células ou pelas enzimas extracelulares. Os microrganismos, algas,
protozoérios e tecidos animais estdo habilitados a catalisar esta reacdo. Os
ésteres de fluoresceina sdo compostos nao-polares e podem facilmente ser
transportados pelas membranas de células vivas. Em contraste, os produtos
fluorescentes sé@o polares e permanecem dentro das células. Por isso, o método
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pode ser usado para detectar células microbianas ativas em cultura pura ou
no solo, mas nunca 0s esporos ou células na fase estacionaria do seu
crescimento.

Schnirer and Rosswall (1982) utilizaram a hidrolise de diacetato de
fluoresceina (3,6-diacetil-fluoresceina) (FDA) para estimar atividade microbiana
na palha e no solo. Ghini et al. (1997) utilizaram com sucesso 0 método
descrito por Chen et al.(1988) em amostras de solo brasileiro.

O método se baseia em estimar a fluoresceina produzida no solo tratado
com solucéo de diacetato de fluoresceina e incubado a 24°C. Utilizar amostras
de solo recém-coletadas. Antes de se iniciar o experimento deve-se conhecer
o valor do peso seco.

Protocolo de analise (chen et al.,1988)

Materiais

Espectrofotdometro - luz visivel 490nm

Agitador - 150rpm com temperatura ajustada a 24°C

Centrifuga - a 4000 rpm ou filtrar em discos de papel de filtro (whatman n° 1
ou equivalente) com 12,5cm de didmetro

Banho de gelo

Balanca analitica

Banho-maria para fervura a 100°C

Luvas de latex descartaveis

Frascos de 125mL de capacidade

Tubos de ensaio 20mL com tampa de rosca

Tubos de ensaio 20ml

Amostras de solo recém coletadas com peso seco e capacidade de campo
determinados.
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Reagentes

Tampéo fosfato de sédio 60mM, pH 7.6 - (8,79 de K2HP04 + 1,3 g KH2P04
em 1L de agua, ajustar o pH com HCI)

Acetona P.A.

Diacetato de fluoresceina (solugdo 2mg/mL em acetona): estocar a -20°C.

Amostras de 5g de solo (peso seco) recém-coletado, passadas em peneira
de malha 2mm, sao distribuidas em Erlenmeyer de 125mL, em cinco
repeticbes. Acrescentam-se 20mL de tampé&o fosfato e adiciona-se finalmente
a solugdo de diacetato de fluoresceina (concentracdo final de 2mg (aLl -
200|aL da solugdo). Fechar os frascos com folha de aluminio. A mistura é
incubada em agitador a 150rpm a 24°C, por 20min. Apds esse periodo de
incubacdo, a reacdo é interrompida pela adicdo de acetona (20mL). A
suspensdo de solo é centrifugada a 4000rpm por 10 minutos, ou filtrada,
tomando-se aliquotas do sobrenadante para andlise em espectrofotometro a
490nm.

Preparar uma curva de calibracdo para cada tipo de solo ensaiado,
manuseando junto com as amostras.

Curva de calibragdo e calculos

Prepara-se curva de calibracdo exatamente como descrito acima, de tal
modo que a relacdo entre a concentracdo de fluoresceina e a densidade
Optica seja linear. Os resultados sao expressos em jag de fluoresceinal/g peso
seco/hora ou jag FDA hidrolisado por 5g de solo.

Para cada amostra de solo a ser ensaiada, fazer a curva de calibracéo
nas concentracdes de 0,100, 200, 300, 400(ig FDA , previamente hidrolisados
por calor. Para isto colocar 5mL de tampéo fosfato em tubos de ensaio com
rosca, adicionar a solugcdo de FDA nas concentracbes acima (adicionar O,
50, 100, 150, 200mL, respectivamente da solugdo 2mg mL1. Tampar os
tubos hermeticamente, ferver em ebulicdo por 5min em banho-maria e deixar
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esfriar. Pesar 5g de amostra, do mesmo solo, em 2 repeticbes para cada
concentracdo em Erlenmeyer, juntar as diferentes concentracdes de FDA e
adicionar mais 15mL de tampédo fosfato. Agitar, por 20 min, procedendo
como nas amostras.

A atividade das amostras serd determinada diretamente na curva ou
pela equacdo da curva-padréo.

Obs.:
1. A hidrolise de FDA no solo é linear em relacdo ao tempo e solo, até 3

7.

horas, mas depende da temperatura ambiente.

Alguns componentes do solo extraidos no processo podem interferir
na medida colorimétrica.

A hidrélise de FDA decresce com a profundidade do solo e esta
correlacionada com a respiracdo do solo.

A hidrolise de FDA é completamente inibida ap6s esterilizacdo pelo
calor.

Tanto FDA quanto fluoresceina podem ser adsorvidos nas matérias
organicas e minerais do solo.

Tomar todo cuidado no manuseio de FDA, devido a sua toxidez.

Exemplo de curva-padréo:

FDA (j.ig) Absorbancia 490nm
0 0,6415
100 1,3910
200 1,6175
300 2,1615

400 2,5960
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Figura 1. Curva-padrdo em solo plantio direto
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XVI. ESTIMATIVA DA ATIVIDADE
MICROBIANA DO SOLO POR
CROMATOGRAFIA GASOSA

Arquimedes Lavorenti

Nelson Frighetto

Introducéo

A avaliacdo da atividade microbiana de um solo esta relacionada com a
grandeza de sua biomassa microbiana, ou seja, com a quantidade de matéria
microbiana. Existem varios métodos que possibilitam estimar a biomassa
microbiana, mas nenhum deles reflete a situac&do real da atividade de todos
0s microrganismos presentes em um determinado solo. Uma maneira pela
gual isto pode ser feito é medindo a quantidade de oxigénio consumido ou de
diéxido de carbono liberado por uma amostra de solo em um determinado
periodo de tempo (Jackson & Raw, 1966).

A biotransformacédo, também denominada de biodecomposi¢cdo ou
biodegradacdo, propiciada pela biomassa microbiana no solo, é um dos
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processos mais importantes que podem atuar sobre os compostos organicos
(como os pesticidas, por exemplo) presentes no ambiente. Este processo de
decomposicdo ou de transformacao, por sua vez, esta intimamente relacionado
as estimativas da biomassa da populacdo microbiana presente no solo (Grisi,
1984).

Por outro lado, a atividade microbiolégica total pode ser considerada
como um indice adequado para definir a fertiidade do solo, considerando-se
gue o manejo do solo influencia o teor de sua biomassa, afetando, assim, a
atividade enziméatica (Gianfreda & Bollag, 1996).

Para se estimar esta atividade nos solos, Alef & Kleiner (1989) propuseram
0 monitoramento da redugdo de dimetilsulfé6xido (DMSO) para dimetilsulfeto
(DMS). Esta técnica tem demonstrado ser particularmente sensivel e boa
indicadora da atividade microbiolégica e, consegiientemente, da biomassa
presente no solo. Através da técnica cromatografica, o DMS é detectado
rdpida e quantitativamente, mesmo em baixas concentra¢cfes (Sparling &
Searle, 1993). Esta reacdo baseia-se na seguinte equacéo:

(CH325=0 + 2H+ + 2e * (CHYZES + h2o
(DMSO) (DMS)

Por ser o DMS insolavel em agua (e soluvel em solventes orgénicos), ele
dilui-se na fase gasosa (headspace), podendo, desta forma, ser analisado
guantitativamente. A velocidade de liberacdo do DMS é constante por diversas
horas. A linearidade do grafico: DMS (ng g 1de amostra) vs. tempo (h) mostra
gue nem o numero de microrganismos presentes, nem seu estado fisiolégico
se alteram no decorrer do ensaio.

Esta reacdo é catalisada supostamente por varios tipos de enzimas, dentre
as quais sao citadas a sulféoxido metionina redutase (Wood, 1981; Gibson,
1985), sulfoxido biotina redutase (Zinder, 1978b), enzima que catalisa a
reducdo da proteina ligada ao sulféxido metionina (Zinder, 1978a), etc. A
reducdo de DMSO é catalisada por varios tipos de microrganismos encontrados
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no solo. De 144 linhagens de fungos e bactérias ja estudados e testados,
somente 5 linhagens (quais sejam Bacillus sphaericus, Pseudomonas
indigofera, P. saccharophila, Penicillium nalgiovensis e P. roquefortii),
totalizando 3,5%, se mostraram incapazes de reduzir o DMSO em DMS (Alef
& Kleiner, 1989). 0 tolueno, cianetos, azidas (NaNJ3d e agentes fumigantes
(por exemplo, o brometo de metila), bem como alguns ions metalicos,
mormente de metais pesados, como Cr-VI e As-V foram testados como
inibidores da referida reacdo. Sabe-se, porém, que a glucose estimula e
promove consideravelmente esta reacdo (Alef & Kleiner, 1989).

Protocolo de analise Alef & Kleiner (1989)

Etapas basicas para a reducdo de DMSO

- Adicionar 10 gramas de solo em um frasco semelhante ao Erlenmeyer
de 50mL (frascos de reducdo de DMSO com tampas de borracha);

- Deixar pré-incubado a 40°C (banho-maria) por 10 minutos com atampa
do frasco meio solta;

- Adicionar 1,5mL de solucdo de DMSO a 10% na amostra de solo e
fechar bem forte a tampa;

- Deixar incubando a 40°C (banho-maria) por 3 horas;

- Remover o frasco do banho-maria e, através de uma seringa
cromatografica, retirar uma aliquota de 250mL da fase gasosa de DMS
formada no espaco livre do frasco e injetar no cromatégrafo;

- Secar a amostra de solo na estufa e pesar.
CondicGes de operacdo do cromatégrafo

Taxa de fluxo de H2 = 30ml_ min'l
Taxa de fluxo de He = 30mL min4d
Detector = FID ( Flame lonization Detector)
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Coluna = Porapack R (2m)

Programacdo da temperatura: Temperatura inicial do forno = 70°C
Tempo inicial = 0,20min

Taxa de elevagdo = 30 graus min 1

Temperatura final = 160°C

Tempo final = 3,20min

Temperatura do injetor = 250°C

Temperatura do detector = 300°C

Tempo de equilibrio = 1,00min

Etapas basicas para a curva-padrdo de DMS

- Transferir uma aliquota de 100OjaL de padrao de DMS para um frasco
especial de 100ml_ com tampa de borracha, tomando a precaucédo de
fechar bem forte atampa (Padrdo 1).

- Transferir uma aliquota de 250)iL da fase gasosa do Padrdao 1 para
outro frasco de 100mL, fechando bem forte também este frasco
(Padrédo 2). Isto é feito com seringa cromatogréafica.

Céalculos
DMS (d = 0,85kg L1

850 g DMS -»  1.000.000fiL
X <- 100jal_ (volume da aliqguota do padréo)

x = 85mg DMS (Padrédo 1)

85 mg DMS -> 132.000 (iL (volume de gés no frasco de 100mL, valor variavel)
y <- 250](iL (volume da aliquota do padrédo 1)

y = 160,98|ag DMS (Padréao 2)
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160,98 (ig DMS -> 132.000(aL (volume de géas no 2- frasco de 100mL)
Cone. DMS <- 1JiL (volume de gés para definir o valor da concentracao)

Cone. DMS - 0,00122 [ig DMS (iL1

Sédo injetados no cromatégrafo volumes variados do padrao de DMS de
modo a se obter uma curva-padrdao de DMS. Abaixo estdo alguns exemplos
de resultados obtidos:

Y X
Volume injetado Valor da area
do Padrdo 2 (JaL) DMS ( ng) de integracdo no CG
10 0,0122 15452
20 0,0244 29485
30 0,0366 43752
40 0,0488 59103
50 0,0610 73667
60 0,0732 87793
70 0,0854 102157
80 0,0976 116349
90 0,1098 132143
100 0,1220 147590

Através dos resultados acima, é possivel obter uma curva-padrdo de
DMS, que pode ser utilizada para calcular as concentragcdes de DMS presentes
nas amostras em estudo. Do mesmo modo, uma equacdo da curva é obtida,
e os resultados de DMS das amostras também sdo calculados:

Y = 0,000834 X - 0,22 (r = 0,9999)

Todos os resultados sao expressos em: ng DMS (g solo seco/hora)l
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Figura 1. Curva-padrdo de DMS através dos resultados anteriormente obtidos.

Aplicacdo préatica e variacdo do método de Alef & Kleiner (1989)

Os solos escolhidos para os estudos foram coletados na regido de Guaira,
onde se praticam técnicas agricolas de fronteira, como: irrigacdo através de
pivés centrais, praticas 100% mecanizadas e adubacdo inorganica intensiva.

Para efeito de comparacdo, foi escolhida outra regido com préticas
agricolas completamente antagdnicas: agricultura organica com adubacéo e
praticas culturais pertinentes, em regido rodeada por matas nativas cujo solo
também foi submetido a idéntico procedimento analitico.

As amostras colhidas foram passadas em peneira de 2mm e guardadas
em geladeira a 4°C até o momento de serem analisadas.

Como metodologia de redugcdo de DMSO em DMS, seguiram-se as
prescricdes feitas por Alef e Kleiner (1989), variando-se a temperatura de
incubacdo para 30°C.
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Objetivo: Através do presente trabalho pretendeu-se mostrar a
versatilidade de uma técnica analitica potencialmente til no estudo da
atividade microbiana, em solos da mais variada composi¢cdo, que primasse
tanto na sensibilidade quanto na reprodutibilidade de seus resultados.

As amostras foram retiradas da geladeira e mantidas a temperatura
ambiente por 24 horas. Pesou-se 0,59 de amostra de solo, em 4 replicatas, e
colocou-se em frascos de 37,5mL, com a tampa levemente rosqueada,
deixando-os em pré-incubacdo em banho-maria a 30°C por 10min.
Acrescentou-se 0,6mL de solugcédo aquosa 5,0% (v/v) de DMSO, fechando-se
o frasco hermeticamente com septo de silicone faceado com Teflon e com
anel de aluminio, mantendo-se incubado em banho-maria, a temperatura de
30°C por 3 (trés) horas. Depois de 3 horas de incubacgao, retiraram-se aliquotas
de 100(iL de headspace através de seringa hipodérmica, especial para gases.

Injetou-se a amostra em cromatégrafo HP-5890, equipado com uma coluna
de vidro de 2,1m de comprimento por 2mm de didmetro interno, empacotada
com a fase HayeSep R, (ou Porapack R), de 80 a 100 Mesh. O detetor
utilizado foi o Detetor de lonizagdo de Chama (FID). 0 gas de arraste utilizado
foi o Hélio, numa vazdo de 13mL por minuto. A temperatura da coluna, do
injetor e do detetor foi de 160 (isoterma), 200 e 220°C, respectivamente. O
tempo de retencdo do DMS nas condi¢des analiticas acima descritas foi de
6min. Utilizou-se um integrador HP-3396A.

Procedimento utilizado para a preparacdo do padrdao (*)

0 padréo interno de DMS foi preparado a cada dia em que se processaram
as andlises. Para tanto, injetaram-se 12,071. (10,1 6mg) de DMS padréo (liquido
previamente mantido a 4°C, pureza minima de 99,0%), num frasco de 35mL
previamente fechado com septo de silicone faceado com Teflon e lacrado
com anel de aluminio. Rapidamente, a temperatura ambiente, o DMS
volatilizara, formando esta solucdo gasosa chamada "Padrao 1". O calculo
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da concentracdo de DMS na fase gasosa é feito de acordo com a equacéo
dos gases:

PV = nRT

onde:

P = pressdao atmosférica (atm)

V =volume (L)

R = constante de gases (0,0832 atm)
T =temperatura (°K)

N = numero de moles

Em seguida, transferiram-se 100(iL da fase gasosa do Padrdo 1 para
outro frasco de 8,8 mL, hermeticamente fechado com septo de silicone
faceado com Teflon e lacrado com anel de aluminio, constituindo-se em
Padrao 2. Deste padrdo secundario retiraram-se e injetaram-se aliquotas de
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100JaL construindo-se uma curva-
padrdo fig de DMS vs. valor de integracdo das areas. Os valores obtidos na
analise de cada amostra do solo serdo inseridos nesta curva.

0] procedimento para uma perfeita eliminacdo de eventuais tragos de
DMS na seringa, especialmente na diluicdo do Padrao 1 para o Padrdo 2, é
deixa-la por um periodo de 30 minutos em estufa a 80°C.

(*) Para o presente estudo, o padrédo foi preparado colocando-se 12,0(iL
de DMS puro (99,0%) em frasco de 37,5mL, dispensando-se a diluicdo de
padrdo primario para secundario.

Utilizou-se a seguinte equacdo para os calculos finais:
= DMS (uq) .V
t.v.dwt
onde:

V =volume do gas no frasco de reagdo = volume do frasco em mL
v =volume (mL) injetado
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t =tempo de incubacéo

dwt = peso seco correspondente a 1g de solo Umido

co

Q)

-9

N

1000000

750000

500000 *

250000

5

¢
y = 78725x
R2 = 0,9943

10

concentracdo (ug DMS)

15

Figura 2. Curva-padrdo de DMS utilizada para analise de amostras de solo

Amostra

C-2
C-3

A-2
A-3
M-1
M-2
M-3

A

rea/100uL

14879
21007
15644
90430
91610
81340
150706
152716
168833

Cone. ugbDMS

0,1890
0,2668
0,1987
1,1487
1,1637
1,0332
1,9143
1,9399
2,1446

ugDMS/gsolo/hora

11,088
15,655
11,658
67,389
68,269
60,615
112,308
113,806
125,816

média
12,80

65.42

117,31

Segundo a eq.:
X =yl78725
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Resultados

Principais conclusGes obtidas que conferem com a referéncia original

Observou-se uma boa correlacdo, tanto entre a atividade microbiana e o
teor de matéria organica, quanto da atividade microbiana com o tempo de
reacdo e a quantidade de solo utilizada. Por outro lado, tanto o pH, quanto o
teor de argila do solo nédo apresentaram variacfes significativas na correlacéo
com a maior ou menor populacdo microbiana no solo.

Ainda que outros métodos possam ser usados para estimar a biomassa
microbiana e sua respectiva atividade no solo, as principais vantagens
propiciadas por este método analitico s&o:

a) a atividade pode ser medida em amostras muito pequenas de solo
(<0,1 g);

b) o método analitico mostrou ser muito simples, rapido e de custo
baixissimo;

c) pelo fato de o DMS ser insoluvel em agua, pode-se determiné-lo
guantitativamente na fase gasosa, evitando etapas de extracdes.

Algumas conclusfGes adicionais no estudo deste método (Alef & Kleiner,
1989):

a) a granulometria do solo mostrou ser um parametro irrelevante quanto
a acao redutiva do DMSO.

b) o armazenamento dos solos a 4°C, por periodos de até 3 meses, nao
significou um declinio significativo na reducdo do DMSO. Quando,
porém, as amostras de solo foram congeladas, houve um decréscimo
inicial da ordem de 10 a 20% no tocante a redu¢cdo do DMSO.
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c) os limites de deteccdo alcancados chegaram a 10ng de DMS por
grama de solo, por hora de digestdo, possibilitando avaliar atividade
microbiana em quantidades muito pequenas de solo.

d) a eventual presenca de pequenas quantidades de raizes ndo afeta a
analise de solo porque, embora a absorcdo de DMSO ocorra neste
substrato, a redu¢cdo de DMSO em DMS em raizes é muito pequena
(<5%) (Smale et al., 1975).

e) a constatacdo de que agentes oxidantes promovem uma diminuicdo
na atividade redutora do DMSO sinalizam para um mecanismo nao
inteiramente biolégico, porém ainda ndo estad definitivamente
esclarecido (Alef & Kleiner, 1989).

f) havendo necessidade de aumentar a sensibilidade na determinacéao de
DMS, pode-se utilizar um detetor fotométrico de chama (FPD) com
um filtro para o Enxofre podendo-se deternimar niveis de DMS de até
10‘2mol.
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XVIl. TEOR DE ERGOSTEROL PARA
ESTIMAR A COMPOSICAO DA

COMUNIDADE FUNGICA DO SOLO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto

Introducao

Fungos desempenham um papel importante na decomposicdo de matéria
organica, como celulose e lignina no solo. A quantificacdo da biomassa flungica
se restringe principalmente a contagem e método microscépico (Baath et al.
1981; Parkinson 1982), cuja validade nas andlises de solo, em condi¢cdes de
campo, vem sendo questionada. 0 ergosterol, que é um componente esteroidal
das membranas fangicas, foi demonstrado estar fortemente correlacionado
com citoplasma vivo (Salmanowicz & Nylund, 1988; Martin et al., 1990;
Nylund & Wallander, 1992). Ergosterol foi pela primeira vez usado como
indicador sensivel e confiavel para se medir o crescimento fangico por Seitz
et al. (1977, 1979) em grdos de cereais. Subsequentemente, foi utilizado
para estimar a biomassa flungica sobre materiais vegetais em decomposi¢cao
(Lee et al. 1980; Newell et al., 1987, 1988; Gessner & Chauvet, 1993), no
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solo (Grant & West, 1986; West et al. 1987; Zelles et al. 1987; Davis &
Lamar, 1992; Hart & Brookes, 1996) e no ecto- e VA- micorrizas (Salmanowicz
and Nylund, 1988; Johnson and McGill, 1990 a, 1990 b; Schmitz et al.,
1991; Frey et al,, 1992). O interesse pelo esterdide de origem flungica cresceu
ainda na década dos anos 60, com a descoberta de substancias blogueadoras
de biossintese do ergosterol, levando ao desenvolvimento de fungicidas com
este modo de acdo (Cremlyn, 1991).

Protocolo de analise (Eash et al., 1996)

Materiais

Banho-maria

Cuba com ultrasom

Agitador de tubos tipo "vortex"

Tubo de vidro tipo pyrex com tampa, capacidade 20 x 200mm

Funil de separacdo, capacidade 125mL

Funil de vidro de 5 cm de didmetro

Baldo de fundo redondo de 125mL

Tubo de vidro graduado de 10ml_

Tubo de vidro graduado de 5mL

Seringa plastica de 3mL

Unidade filtrante HV millex em polietieno com membrana durapore
0,45(j.m de poro, 13|am, ndo-estéril, fémea slip (Millipore ou Whatman).

Reagentes

Metanol P.A., qualidade Cario Erba ou similar
Hexano P.A., qualidade Nuclear ou similar

KOH P.A., qualidade Merck ou similar

Etanol 95% P.A., qualidade Merck ou similar
Solugcdo de KOH P.A., 4% em etanol

Metanol grau HPLC, qualidade Mallinkrodt ou similar
Padrdo de ergosterol, da Sigma.
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Esta metodologia (Eash et al.( 1996) é uma modificacdo do método adotado
por Grant & West (1986), com a vantagem de utilizar menor guantidade de
amostra e, em conseqiiéncia, menos reagentes, onde se avalia o ergosterol total
extraivel em meio alcalino.

Pesar 5g de solo num tubo de ensaio, adicionar 15mL de metanol frio
(0°C) e 5mL de solucédo etandlica de KOH (40g/L etanol 95%). Homogeneizar
a mistura com misturador do tipo vortex, por alguns segundos, sonicar por 1
minuto em banho de ultrasom (freqiéncia de 47Khz) e finalmente transferir
para um tubo adequado a reagdes sob pressdo. Manter os tubos em banho-
maria a 85°C por 30 minutos (colocar teflon na borda do tubo antes de
rosquear a tampa, para evitar a evaporacdo do metanol durante a hidrdlise),
sendo que aos 15 minutos submeter os tubos a agitagcdo em agitador vortex.
Esfriar e adicionar 5 mL de agua deionizada. Filtrar a mistura sobre o papel
de filtro Whatman n° 1 e lavar o papel com 5mL de metanol. Transferir o
filtrado para um funil de separagédo e extrair com hexano (3 x 10mL). Remover
a fase orgéanica (superior) para um baldo de fundo redondo e concentrar num
evaporador rotativo a43°C, até aproximadamente 2-3mL. Transferir a amostra
para tubo graduado de 10mL e lavar o baldo com mais 3 por¢cdes de 1mL.
Evaporar a solugdo até a secura com auxilio de nitrogénio comercial.
Ressuspender a amostra em 4 mL de metanol grau HPLC, homogeneizar em
agitador vortex e filtrar através de filtro de 0.45mm (préprio para solventes
organicos) para um tubo graduado de 5mL e acertar o volume com metanol
grau HPLC. O volume do extrato pode, também, ser determinado baseando-se
Nno seu peso.

Quantificacao

A quantificacdo do ergosterol é feita por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), em coluna CLC-ODS 5|nm (Shimadzu) ou similar; 0,46 x
25cm; atemperatura ambiente usando metanol como fase mével, com fluxo
de 0,8mL.min\ detec¢cdo a 282nm em Shimadzu SPD-10AV, equipado com
detetor uv-visivel e loop de injecao de 50JuL. Nestas condi¢bes, o tempo de
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retencdo do ergosterol sera de aproximadamente 15 minutos. Utilizar solugéo
10ppm (e suas diluicbes) de ergosterol-padrédo dissolvido em metanol para
determinar a curva de calibracdo e o limite de deteccéo.

A curva-padrdo deve ser obtida para cada testemunha (cada tipo de solo
utilizado no experimento). A equacdo da reta assim obtida é utilizada para se
encontrar a concentracdo do ergosterol na amostra.

Obs.: Lembrar que, para cada tipo de solo, é necessario quantificar a
taxa de recuperacdo de ergosterol e, assim, definir as diluicbes que comporao
a curva padrao. Para tanto, utilizar uma solugdo de concentracdo conhecida
de ergosterol-padrédo e aplicar ao solo em estudo e efetuar todas as etapas
de extracdo e quantificacdo. Nos casos em que a concentracdo de ergosterol
nas amostras for muito baixa, verificar se o loop de injecdo instalado na
bomba é adequado para garantir a qualidade do resultado de analise.

45000 -
40000 -
35000
30000

g 25000 - y = 39201 x

< 20000 - R2 = 0,9988
15000
10000 =

5000 -

6" | . i | 1 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentracdo (ug/g de solo)

Figura 1. Curva-padrao de ergosterol em solo controle
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XVI1Il. ANALISE DA BIOMASSA
MICROBIANA EM CARBONO:
METODO DE FUMIGACAO-
EXTRACAO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto

Introducao

Dentre os nutrientes imprescindiveis aos microrganismos destacam-se o
carbono, na forma de amino&cidos, acidos graxos e acgucares, e 0 nitrogénio,
como amodnia e nitratos, que sao absorvidos pelos microrganismos
decompositores e 0 nitrogénio molecular atmosférico pelos fixadores deste
elemento (Piccolo, 1996), ver Tabela abaixo (Manahan, 1994).

A avaliacdo da biomassa é util para:

- obter informacgdes rapidas sobre mudancas nas propriedades organicas
do solo;
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- detectar mudancas causadas por cultivos ou por devastacdo de florestas;
- medir regeneragcdo dos solos apdés a remoc¢ao da camada superficial;

- avaliar os efeitos dos poluentes como metais pesados e pesticidas.

Além disso, a biomassa reflete a dindmica da decomposi¢cdo da matéria
organica, influindo na disponibilidade de nutrientes para as plantas e alterando
as propriedades fisicas do solo. O conhecimento sobre a biomassa microbiana
€ mais (til quando combinado com outros componentes do solo, como os
estudos sobre interacdo tréfica, funcionamento dos ecossistemas, atividades
do solo e produtividade priméria, ou mesmo em conjunto com avaliacfes
sobre estresses e alteragdes ecoldgicas (Siqueira, 1994).

Por fim, pode-se dizer que a biomassa varia consideravelmente em termos
temporais e espaciais determinados por fatores abidticos e hidticos. O desafio
para o futuro serd determinar as conseqiéncias diretas dessas variagcdes nos
ecossistemas e na produtividade dos sistemas agricolas auto-sustentaveis.

Protocolo de analise

Método de fumigacdo-extragcdo (Vance et al., 1987)

Esta metodologia analisa a biomassa microbiana extraivel em solucéo
aquosa de sulfato de potassio a 0,5 molar. A fumigac¢do do solo com o
cloroférmio, além de matar, rompe as células microbianas liberando o
constituinte microbiano, principalmente no citoplasma, para o solo e
permitindo-se assim sua extracdo (Powlson & Jenkinson, 1976).

Reagentes

Cloroférmio P.A.
Sulfato de potassio P.A. (K2504) a 0,5 molar
Dicromato de potassio P.A. (KXr207) a 0,0667 molar
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Acido sulfarico P.A. a 0,4 molar

Sulfato ferroso amoniacal hexahidratado [(NH4ZFe(S042x 6HA ] a 0,0333 molar

Acido fosférico P.A., concentrado

O-fenantrolina

Sulfato ferroso heptahidratado

Materiais

Bureta de 50mL

Erlenmeyer de 125mL

Funil de filtracéo
Funil de separacéo

Papel de filtro Whatman n° 42

Proveta

Tabela 1. Principais classes de compostos organicos no solo (Manahan, 1994)

Tipo de compostos

Humus

Acidos graxos,
resinas € ceras

Sacarideos

Moléculas contendo
N

Compostos com
fésforo (P)

Composicao

Residuos de plantas
resistentes a degradacao,
principalmente C, He O

Lipideos extraiveis por
solventes orgéanicos

Celulose, amidos, hemi-
celulose, gomas

Nitrogénio ligado ao humus,
aminoacidos, amino-
aclcares, outros
compostos

Esteres de fosfato, fosfatos
de inositol (4cido fitico),
fosfolipideos

Significado

Componente organico mais
abundante, melhora
propriedades fisicas do solo,
troca nutrientes, reservatorio
de N fixo.

Em geral, uma pequena

percentagem da matéria

orgénica do solo pode,
desfavoravelmente, afetar as
propriedades fisicas pela sua

caracteristica hidrofébica e vir

a ser fitotoxica

Principal fonte de alimento

para 0os microrganismos do

solo, auxilia na estabilizacédo
dos agregados do sol6

Produz nitrogénio para
fertilidade do solo

Fontes de fosfato a plantas
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Preparo das solucdes

1. K2504a 0,5 molar: pesar 174g de K2S04 P.A. (grau Merck ou similar)
e dissolver em 2 litros de agua destilada.

M= m = 0,5 = m = 174q
MolxV(L) 174x2

2. Cloroférmio livre de etanol: preparar solucdo aquosa de &c. sulfurico
5%, diluindo-se 50ml_ de acido concentrado em 1 litro de agua destilada.
O cloroférmio, normalmente, se encontra estabilizado com pequena
guantidade de etanol e a presenca deste poderd interferir no processo
de fumigacéo.

Lavar o cloroférmio (3 vezes) com a solucdo acida de &cido sulfurico
(para cada 250mL de cloroférmio usar 30ml_ de solucdo &cida). Esse
procedimento é feito em funil de separacdo, descartando-se a fase aquosa
(fase superior) a cada lavagem. Em seguida lavar (5 vezes) com 30mL de
agua destilada, descartando-se a fase aquosa. Adicionar carbonato de
potassio, esperar cerca de 30 minutos e filtrar sobre papel de filtro comum.
Acondicionar o cloroférmio sobre carbonato de potassio, em frasco escuro.

3. K2Xr207 0,0667 molar (66,7mM): pesar 1,9616g de dicromato de
potassio P.A. e dissolver em 100ml_ de agua destilada, em balao
volumétrico.

M= m, => 0,0667 - m, = m, = 1,9616 g
MolxV/(L) 294,1 1x0,1

4. H2S04 0,4 molar: diluir 22,3mL de &c. concentrado em 1 litro de agua
destilada, em baldao volumétrico.
%

Cuidado: adicionar, sempre, acido sobre a agua
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M = ml = 0,4 = ml = 39,21¢g
MolxV (L) 98,02x1

d= m = 1,835 = 39.21 = V = 39.21 = 21,4mL
\Y V 1,835

21,4 - 96%

X e 100% X= 22,3mL

5. ( NH42Fe(S04)2x 6H2 33,3mM: pesar 13,0536g de sulfato ferroso
amoniacal PA e dissolver em 1 litro de solugdo de ac. sulfurico a 0,4
molar, em baldo volumétrico.

M= ml = 0,0333 = m, = 13,05369
MolxV(L) 392x1

6. H2S04/H3P04 (2:1): medir 150mL de &cido fosférico concentrado, em
uma proveta e 300mL de éacido sulfirico concentrado, em uma outra
proveta, obtendo-se uma mistura total de 450mL.

OBS: o ac. fosforico deve ser adicionado sempre antes do &c. sulfurico.

7. Indicador Ferroina: pesar 1,485g de O-fenantrolina monohidratada,
0,695g de sulfato ferroso heptahidratado e, num baldo volumétrico,
dissolver em 100mL de &gua destilada.

Padronizacdo de Sulfato Ferroso Amoniacal 0,0333 molar

Pipetar 3mL de solugdo de K2Cr20 7 a 0,0667 molar em um erlenmeyer
de 125mL, 50mL de agua destilada, 15ml_ de &c. sulfurico concentrado e 4
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gotas de indicador ferroina. Procede-se a titulacdo com sulfato ferroso
amoniacal, utilizando-se bureta de 50ml_.

Determina-se o ponto final quando a solucdo passar de verde para
vermelho.

NR = V mL de K2Cr207 x Molaridade H2504
V mL de (NH4)2Fe(S02 x 6H20

V, = 35,6mL

V2 = 35,7mL média = 35,65mL

NR = 3x0.4 = NR = 0,0337 (normalidade real)
35,65

fc = NR => 0,0337 = 1,01 2 (fator de correcao)

NT 0,0333

Extracdo de solos com K2S04a 0,5 Molar

Ao pesar o solo, acrescenta-se a umidade nele encontrada, procedendo-
se da seguinte maneira, considerando que a umidade encontrada foi de 5,59%,
temos:

25 + 5.59 x 25a = 26,409
100

Neste caso, pesar 26,409 de solo ao invés de 25g descrito no método.

Fumigacdo do solo

Pesar 25g de solo, acrescido da quantidade relativa a umidade, em um
béquer de 100mL e colocar num dessecador forrado com papel de filtro
umedecido com &gua destilada. No centro do dessecador colocar um béquer
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contendo cerca de 25mL de cloroférmio lavado (livre de etanol), para
fumigacdo. Fazer vdcuo por alguns minutos e deixar no escuro por 24h.

Apbs esse periodo, evacuar todo o vapor de cloroféormio, fazendo-se
sucessivamente vacuo e entrada de ar, por aproximadamente 6 vezes, sempre
dentro de uma capela com exaustao. Transferir os solos contidos nos béqueres
para frascos plasticos com tampa rosqueével, adicionar 100mL de solucéo
aquosa de K2504a 0,5 molar. Agitar por 30 minutos em mesa orbital, deixar
decantar e filtrar o sobrenadante sobre papel de filtro Whatman n° 42. 0
extrato pode ser armazenado em geladeira até sua utilizacdo para analise
(nunca além de duas semanas).

Solo IMao-Fumigado

Pesar 259 de solo, acrescido de quantidade relativa a umidade, em béquer
de 100mL e proceder diretamente a extracdo com solugdo aquosa de K2S504
a 0,5 molar agitando-se por cerca de 30 minutos em agitador de mesa orbital,
deixar decantar e filtrar o sobrenadante. O extrato pode ser armazenado em
geladeira até a sua analise.

Obs.: a. Para obter uma melhor separacédo do sobrenadante, pode-se usar uma
centrifuga.

b. Se o solo € muito rico em MO, aumentar a propor¢cdo entre o solo e o
extrator.

Biomassa microbiana em carbono pelo método de oxidacdo com dicromato
(Anderson & Ingram, 1993).

Na presenca de &cido forte, a matéria organica € oxidada e o crémio
(+ VI) é reduzido ao crébmio (+ lll). O dicromato remanescente é quantificado
por titulacéo.

- Pipetar 8mL de extrato do solo e transferir para um tubo digestor.
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- Acrescentar 2mL de dicromato de potassio 66,7mM e 15mL de &cido
sulfdrico/fosforico (2:1).

- Efetuar a digestdo acida, colocando os tubos com pequenos funis nas
bordas para proporcionar o refluxo, em bloco digestor por 30 minutos
a 100°C.

- Ap6s esse periodo, deixar esfriar e transferir o volume dos tubos para
um Erlenmeyer de 125ml_, lavar os tubos com por¢cbes de agua
destilada e completar o peso até 50 gramas com agua destilada.

Obs.: Se o laboratério possuir proveta de 50mL calibrada e aferida, podera
utilizar esta, completando o volume até 50mL em vez de 50 gramas.

- Adicionar 7 gotas de indicador ferroina e titular com sulfato ferroso
amoniacal padronizado utilizando bureta de 50mL.

- A solucao inicial é verde e, a medida que se vai adicionando o titulante,
ela passa a azul-claro e o ponto final é determinado pelo aparecimento
da coloracdo vermelho-intenso.

Obs.: As aliquotas do extrato e das solu¢bes sdao medidas com pipetas
volumétricas.

Célculo da biomassa de carbono em solo (Vance et al.,, 1987; Joergensen,
1996).

Formula usada para concentracdo (Jig mL'l):
- [(H-S)/C]x[(MxD/A)xEx1000]

onde:

H= vol. (mL) branco quente

S= vol. (mL) sol. sulfato ferroso consumido pela amostra
C = vol.(mL) branco frio

M = molaridade do dicromato consumido
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D= vol. (mL) do dicromato adicionado a mistura
A= vol. (mL) da aliquota do extrato
E= conversdo de Cr+6 para Cr+3

Férmula usada para concentracdo (|lig gsolo 1):
= C(ug/ml) x [K/IDW + W)]

onde:

K=vol. de extracédo
DW = peso seco

W = % de agua

Férmula para célculo da Biomassa em carbono (%g gsolo '):
= Ec(F-NF)/0.38

onde:
Ec = adiferenca entre a concentracdo em jug gsololdo Fumigado e do Né&o-
fumigado

Observacdes:

- Durante a estocagem da solugdo em geladeira, antes da andlise, podem
formar precipitados brancos de Ca S04, especialmente se a solugéo
for armazenada em freezer. Nessa situagdo, ndo é necessario dissolver
0 precipitado, pois este nado interfere no processo de anélise.

- 0 teor da umidade no solo interfere na anélise. Em solos muito secos, o
cloroformio afeta pouco os microrganismos. Inclusive, a atividade
enzimatica e, consegiientemente, a auto/ise é mais lenta nesses solos
(Sparling & West, 1989; Sparling et al., 1990).
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XIX. DETERMINACAO DE
POLISSACARIDEOS DE ORIGEM
MICROBIANA E SUA IMPORTANCIA

NA ESTRUTURACAO DO SOLO

Rosa Toyoko Shiraishi Frighetto

Introducao

Polissacarideos extracelulares sdo enfatizados como sendo o0s
constituintes de maior importancia nas funcdées de microrganismos no solo,
por desempenharem a funcdo de interface entre os microrganismos e 0s
constituintes do solo. Algumas das propriedades do solo que sdo afetadas
pelos polissacarideos sdo a capacidade de troca catibnica (atribuida aos
grupos COOH de &cidos urbdnicos), retencdo de anions (devido a ocorréncia
de grupos NH2) e atividade biolégica (por exemplo, a fonte de energia para os
microrganismos). Os polissacarideos sdo envolvidos na agregac¢ao de particulas
do solo e na resisténcia dos microrganismos ao ciclo de seca e umidade e ao
stress osmotico. Através de propriedades quelantes, os polissacarideos podem
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também ser envolvidos na resisténcia a toxicidade do Al e metais pesados e
no processo de acumulacdo de metais na superficie celular (Robert & Chenu,
1992). Do ponto de vista ambiental, os polissacarideos desempenham uma
funcdo importante. A retencdo de poluentes organicos e metalicos que
alcancam o solo por diversos caminhos podem ser influenciados por nivel e
tipo de polissacarideos presentes. Além de sua participacdo no destino final
desses poluentes, outra importancia a ser destacada é no uso de residuos
orgéanicos de efluentes como adubacédo. Se o tempo adequado ndo € obedecido
entre as aplicagcdes de efluentes, para que as condicdes aerObias sejam
reestabelecidas na superficie do solo, pode resultar no processo chamado de
obstrugcdo de poros. Este efeito foi atribuido ao acumulo de polissacarideos
bacterianos, resultando na reducdo drastica da permeabilidade.

Significado de polissacarideos no crescimento de
plantas

A estrutura do solo e, em particular, a estabilidade dos agregados, tém
uma influéncia consideravel no crescimento de plantas através de efeitos na
aeracdo, infiltracdo e caracteristicas de drenagem, e esta influéncia se estende
também & emergéncia de plantula. E sabido que a area de pastagem
permanente ou a adicdo de residuos organicos no solo resultam na melhora
da estrutura, envolvendo a formacdo de agregados com certo grau de
estabilidade. O maior estimulo para o estudo de polissacarideos no solo tem
sido devido ao acumulo de evidéncias de que estes participam do
desenvolvimento de agregados estaveis. Além dos efeitos nas propriedades
fisicas do solo, tém influéncias mais ou menos indiretas na suplementacéo
nutricional de plantas. A suplementacdo de céations do grupo de
macronutrientes € influenciada pela contribuicdo de polissacarideos na
capacidade de troca catidbnica. No entanto, interacbes com micronutrientes
e com anions podem também ter grande significado. A formacédo de
complexos soliveis com micronutrientes i6nicos pode aumentar a

disponibilidade destes ultimos, dentro das faixas de pH onde estes seriam
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normalmente precipitados. Do mesmo modo, a formag&do de complexos
insolaveis pode reduzir sua disponibilidade. Varios efeitos de carboidratos no
comportamento de fosfatos também foram observados. Os agucares simples
podem prevenir a precipitagcdo de fosfatos pelo ferro e aluminio, dependendo
do pH (Stevenson, 1982), e a impregnacdo dos polissacarideos aos
sesquidxidos ou particulas minerais pode diminuir a fixacdo de fosfato e
também de borato. A presenca de carboidratos rapidamente metabolizaveis
no solo também tem um efeito profundo na transformacdo de nitrogénio e,
sob condi¢gdes favoraveis a atividade microbiana, pode contribuir para o
aumento da imobilizacdo microbiana de nitrogénio e, em algumas situacdes,
estimulacdo da denitrificacdo. Alternativamente, o estimulo ao répido
crescimento da populacdo microbiana, tais materiais podem levar a
degradacdo acelerada de fragc6es humicas mais estaveis levando,
eventualmente, ao aumento de mineralizagdo de nitrogénio. Monossacarideos
livres e polissacarideos sdo, pelo menos parcialmente, responsaveis pelo
efeito da rizosfera sobre esse processo. Webley et al. (1965) sugeriram que
a pastagem pode proporcionar estruturacdo do solo, parcialmente, pela acdo
de polissacarideos produzidos pela populacdo do rizoplano, jA que
polissacarideos extracelulares de origem bacteriana foram mais abundantes
no rizoplano do que no solo longe da raiz.

Significado em relacao aos problemas ambientais

O conhecimento sobre o comportamento de polissacarideos no solo é
uma questdo importante do ponto de vista ambiental. 0 comportamento de
poluentes organicos e metalicos que alcancam o solo por diversos caminhos
pode ser influenciado pelo nivel e tipo de polissacarideos presentes, pois a
biodegradacdo de pesticidas organicos no solo esta relacionada a atividade
microbiana que, por sua vez, responde ao nivel de substratos que apresetam
taxa de decomposicdo rapida, como os carboidratos. Processo semelhante
acontece com a velocidade de degradacdo de produtos de petréleo jogados
no solo, sendo acelerada pela presenca ou adicdo de materiais altamente
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ricos em carboidratos, bem como de outras exigéncias para sustentar o alto
nivel de atividade microbiana (especialmente a aerag¢do, pH e suplementacéo
de nutriente).

Aplicacdes pesadas de dejetos animais, 0s quais s&o ricos em
carboidratos, podem induzir no solo, por um certo periodo, condi¢cbes altamente
anaerbbias por ser a velocidade de consumo de oxigénio livre mais rapida do
que a sua difusdo pelas camadas superficiais do solo. O mesmo desequilibrio
pode também aparecer quando se usa inadequadamente o efluente de esgotos
na adubacédo. Se o tempo adequado ndo é obedecido entre as aplicacBes do
efluente, para que as condicdes aerbbias sejam restabelecidas na superficie
do solo, pode resultar no fendmeno chamado de "entupimento de poros"
(Stevenson, 1982). Esse efeito foi atribuido a situagdo induzida de acumulo
dos polissacarideos bacterianos, o que leva a redug¢do drastica da
permeabilidade.

Pode-se concluir que carboidratos sdo os componentes majoritarios da
matéria organica do solo, tanto no seu estado natural como no estado
modificado pela atividade humana. Eles exercem uma funcdo importante
sobre os aspectos fisico, quimico, biol6égico e indiretamente sobre o
comportamento dos xenobi6ticos que alcangam o solo.

Protocolo de analise stevenson (1982) e Santanatoglia & Fernandez (1983).

Reagentes

Hidréxido de sodio P.A., 0,5N

Acido cloridrico P.A., concentrado

Acetona P.A., qualidade Merck ou similar
Acido sulfarico P.A., concentrado

Dicromato de potassio P.A., 1IN

Agar bacterioldgico, qualidade Difco ou similar
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Materiais

Erlenmeyer de 125mL
Tubos para centrifuga
Agitador orbital de mesa
Centrifuga
Espectrofotdmetro
Papel de filtro comum

Procedimentos de analise

Pesar 7,59 de solo em um Erlenmeyer de 125ml_, adicionar 30ml_ de
NaOH a 0,5N, fechar com filme de PVC e colocar em agitador orbital por 3h.
ApOs esse periodo, retirar do agitador e acertar o pH do solo para 2.5 com
ac. cloridrico concentrado. Transferir o conteddo do erlenmeyer para um
tubo de centrifuga e centrifugar por 5 minutos a 2400 rpm, para precipitar 0s
acidos humicos .

Filtrar o sobrenadante em papel de filtro comum e adicionar a 20mL do
filtrado 40mL de acetona. Deixar em repouso por cerca de duas horas e
centrifugar a 2400rpm por 5 minutos. Descartar o sobrenadante, por
decantacdo, e a cada tubo de centrifuga adicionar 5mL da solugcdo agua/
acetona. Agitar vigorosamente em agitador de tubos e, apds 10 minutos,
centrifugar novamente por 10 minutos e decantar o sobrenadante.

Os tubos séo colocados na estufa a 40°C por 10 minutos para eliminar
acetona. Esfriar e adicionar a cada tubo 1ml_ de K2Cr20 7 1N e 2mL de &c.
sulfarico concentrado (método de oxidagdo com dicromato). Agitar, deixar
em repouso e, apds 20 minutos, acrescentar 5 mL de adgua destilada. Esfriar
e fazer a leitura de absorbancia em espectrofotdmetro a 600nm (Figura 1)
(Santanatoglia & Fernandez, 1983).
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Figura 1. Fluxograma para recuperacéo de polissacarideos a partir de extratos de solo.

Curva-padrdo de agar

Preparar solugcdo estoque de agar na concentracdo de 1mg mL'l, em
baldo volumétrico. Para essa preparagdo, € necessario deixar a mistura em
banho-maria a aproximadamente 90°C para assegurar total solubilizacdo do
agar. Deixar esfriar até a temperatura ambiente e acertar o nivel de agua.

A partir da solugcdo estoque de &agar, preparar a curva-padrao pipetando-
se volumes de 1 a 9mL da solucdo-estoque, com pipetas volumétricas, para
tubos de ensaios. Colocar os tubos na estufa a 100°C, de um dia para outro,
para evaporar totalmente a agua.

Esfriar e acrescentar 1mL de K2Cr207 1N e 2mL de &c. sulfurico
concentrado. Apdés 20 minutos, acrescentar 5mL de 4gua destilada e efetuar
a leitura em espectrofotbmetro a 600nm. Preparar o grafico absorbancia x
concentracdo (Figura 2).

172 - Manual Técnico



—————— XIX. DETERMINAGAO DE POLISSACARIDEOS DE ORIGEM MICROBIANA E SUA IMPORTANCIA NA ESTRUTURAGAO DO SOLO

Figura 2. Curva-padrdo de agar utilizada na analise

Aplicando-se a equacédo da reta, resultante do grafico anterior, obtém-se
a concentracdo em cada uma das amostras.
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XX. ESTIMATIVA DA QUALIDADE DE
RESIDUOS VEGETAIS
INCORPORADOS AO SOLO E SUA
IMPORTANCIA NA CICLAGEM DE

NUTRIENTES

Shirlei Scramin

Introducéo

O trabalho consiste em determinar as porcentagens de lignina, celulose,
polifendis, C e N de residuos de plantas (invasoras e/ou cultivadas).
Posteriormente, determinam-se a relacdo C/N e sua correlacdo com o0s teores
de lignina, celulose e polifendis. A diversidade e a qualidade das plantas
invasoras e os restos de cultura incorporados ao solo, como adubo verde,
sdo importantes fatores que contribuem para o desempenho da atividade
microbiana do solo e, consequientemente, para sua fertilidade.
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O alto teor de lignina em um residuo vegetal reduz a velocidade de sua
decomposicdo, liberando-se lentamente os nutrientes para o solo (Meentmeyer,
1978; Berendse et al., 1987). E conhecido, também, que a decomposicdo
desses residuos esta relacionada & relacdo C/N, que é um indicador da
velocidade de mineralizacdo, juntamente com os teores de lignina (Berendse
et al.; 1987; Fox et al.,, 1990; Tian et al.; 1992a e 1992b). Outros indicadores
que diferenciam as velocidades de decomposi¢cdo de folhas, brotos e raizes
entre as espécies vegetais sdo: a relacdo polifenol/N e relagcao
polifenol+ lignina/N (Lehmann et al., 1995). Os polissacarideos (celulose e
hemicelulose), devido ao seu rapido metabolismo, formam a biomassa
microbiana (Lassus, 1990 ). O alto teor de polifendis também leva a lenta
liberacdo dos nutrientes para o solo, devido a combinacdo entre esses
compostos com as proteinas e aminoacidos vegetais para formarem
substancias humicas, diminuindo-se assim a decomposi¢cdo dos residuos
vegetais e, consequentemente, diminuindo a liberacdo de nutrientes (Fox et
al.,1990). Portanto, a formacdo das substadncias humicas do solo depende
basicamente da quantidade e da composicdo de residuos vegetais
(Rassmussen & Collins, 1991).

As plantas que apresentarem a relagcdo C/N em torno de 12 a 15 (Tian et
al., 1992b), baixo valor para lignina e teor de polifen6is em torno de 0,5 a
5%, sdo plantas que podem ser consideradas como de alta qualidade, cujos
residuos vegetais, ao serem incorporados ao solo, liberardo mais rapidamente
0S nutrientes e, conseqlientemente, aumentardo a fertilidade do solo.

Analise de Polifendis

s

O método adotado € o de Folin-Denis, cuja técnica permite a analise de
polifendis sollveis totais contidos no material vegetal (aqui estdo inclusos os
taninos hidrolizaveis e condensados, bem como polifendis nado-taninicos)
(Anderson & Ingram, 1993).
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Reagentes

Metanol/H2, 50%

Acido ortofosforico

Acido fosfomolibdico

Carbonato de sodio, 17% (17g/100mL de agua destilada )
Tungstato de sédio

Acido tanico

Reagente de Folin-Denis: Adicionar 50g de tungstato de sédio, 10g de
acido fosfomolibdico e 25mL de &cido ortofosforico a 375mL de H20 destilada.
Refluxar por 2 horas (com pedras de destilagdo ou porcelana para evitar
super aquecimento). Esfriar e diluir para 500mL com H,O0.

Padrbes

1. Acido tanico, 0,1 mg mLZ1 dissolver 0.050g de acido tanico em baldo
volumétrico de 500mL.

2. Usando 0, 1,2, 3, 4, 5mL do padrdo de acido tanico, no lugar de 1mL
da amostra, seguir o procedimento a partir da etapa 4.

Procedimentos

1. Pesar cerca de 0,75g + 0,001 g (W) do material vegetal em um béquer
de 50mL.;

2. Adicionar 20mL de metanol 50%, cobrir o frasco com parafilme (ou
magipack) e colocar em banho-maria a 77-78°C por 1 hora;

3. Filtrar gquantitativamente (papel Whatman n° 1) o extrato para um
baldo volumétrico de 50mL, usando metanol 50% para lavar o residuo
vegetal e completar o volume com H20 destilada. Misturar bem;

4. PipetarImL da amostra ou do padrdo em um baldo volumétrico de
50mL, adicionar 20mL de H20 destilada, 2,5mL de reagente Folin-
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Denis e 10mL de solugcao de carbonato de sddio 17%;

5. Completar com H20 destilada, misturar bem e deixar em repouso por
20 minutos. Filtrar em papel Whatman n° 1 antes de fazer a leitura;

6. Ler as absorbancias do padrdo e da amostra em espectrofotémetro a
760nm.

Célculo
1. Construir um gréfico de absorb&ncia x concentracao;

2. Determinar as concentracdes para cada amostra;

Polifendis totais extraidos (%) = C*5/W

Material vegetal (0,7509)

Extragdo MeOH/FhO 50% (1n) a 80°C

| Filtracao
Completar volume a 50mL
Aliquota 1mL extrato metandlico

20mL H20 destilada
2,5mL Folin-Denis

10,0mL Na2C0317%
H20 dest.

Leitura a 760nm

Figura 1. Fluxograma para andlise de polifenois

Para calcular as concentracbes das amostras, prepara-se a curva de
calibracdo com diferentes concentragdes de &cido tanico, no minimo 5 ou
mais pontos na curva versus as respectivas absorbancias. Aplicando-se a
equacao da reta (em programa do Excel) obtém-se o coeficiente de correlagéo,
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0 que nos permite obter a concentracdo de polifendis em cada amostra.
Aplicando o valor de C na férmula tem-se a porcentagem de polifendis em
cada amostra.

0 mg/50mL 0,1mg/50mL 0,2mg/50mL 0,3mg'50mL 0.4mg 50mL 0.5mg/50mL 0.6mg/50mL

O mg/mL 3,002 mg/mL 3,004 mg/mL 3,006 mg/mL 3,008 mg/mL 0.010 mg/mL 0.012 mg/mL

x = 0,002mgmL’

09 m
0.8 -
0.7 '

0.6

3 on

0.5 '
04 m

03"
0.2

g

01 »
OF % 2

C Imgml’)

=
=

Figura 2. Obtencao da curva de calibracdo com padrdo de acido tanico para andlise de polifenois
(conc. x absorbéancias).
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Na equacdo da reta: y = a + b *x substituimos cada uma das variaveis
pelos valores encontrados; y = abs.(hnm), a= inclinacdo da reta, b=
interseccdo da reta, x= concentracdo (padrdo).

Cone. Padrdo = X  Resp. = Abs. a 0.100234667

0 0.0746 b 33.09733333

0.002 0.16238 cc 0.996022926

0.004 0,24284

0.006 0.32073 Curva-padréo

0.008 0.36579

0.01 0.44838

0.012 0.50348

0.014 0.55939

0.016 0.60753

**QObs.: na determinacdo de &cidos polifendlicos e de taninos em extratos
aquosos de solo foi utilizado o reagente de Folin-Denis e o Sistema
Technicon Autoanalyser Il (Tel & Covert, 1992).

Analise de Lignina e Celulose via Acid Detergent
Fibre (ADF)

Acid Detergent Fibre é preparado a partir do material vegetal por ebulicdo
com uma solucdo de &cido sulfurico do brometo de cetiltrimetilamdnio
(cetyltrimethylamonium bromide) (CTAB), sob condi¢des controladas. O CTAB
dissolve quase todos os constituintes nitrogenados e o acido hidrolisa o amido,
deixando um residuo contendo lignina, celulose e cinzas. A lignina é removida
por oxidagdo com uma solugdo tamponada de permanganato de potassio e
entdo a celulose é determinada pela perda de peso ap6s a formacdo das
cinzas (Anderson & Ingran, 1993 ).
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Reagentes para ADF

Acetona

Solugdo anti-espumante: 2-octanol

Solugcdo de acido sulfdrico 0,5M
CTAB = cetyltrimethylamorium bromide

Preparo da solugéo

Solucdo de H2S04CTAB: dissolver 100g de CTAB em 5 L de H2S5040,5M.
Filtrar se houver turvacéo.

Procedimentos para ADF

1.

Pesar cerca de 1,00 £+ 0,001 g de material vegetal em um baldo de
fundo redondo (250mL) com junta esmerilhada para se adaptar o
condensador (W1);

Adicionar 100mL da solucdo de H2S04CTAB e umas poucas gotas de
anti-espumante;

3. Conectar um condensador e refluxar por 1 hora;

4. Filtrar a quente através de um cadinho de placa porosa n° 1 de peso

conhecido (W2), sob suave succdo (ou vacuo);

Lavar o residuo (3 vezes) com 50mL de agua fervente;

6. Lavar com acetona até que o solvente fique descolorido. Fazer succ¢ao

da fibra seca;

7. Secar em um forno a 105°C por 2 horas, esfriar em um dessecador e
re-pesar (W3).
Célculo

ADF(%) contendo cinza = (W3-W2)/W1 * 100
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Reagentes para Lignina e Celulose

Acido acético glacial

Etanol

HCI

Nitrato férrico [Fe (NO03)3.9H20]

Alcool terc-butilico

Acido oxalico, diidratado

Acetato de potassio e Permanganato de potassio (KMn04)
Nitrato de prata (AgNO03)

Sulfato de prata (Ag2S04)

Preparo de solucdes

Permanganato de potassio saturado: dissolver 50g de KMn04e 0,05g de
Ag2S04em H2 destilada e diluir para 1000mL com H20 destilada. Estocar
em frasco escuro.

Tampé&o Lignina

Dissolver 6g de Fe(N033.9H2 e 0,159 de AgNO3em H2 destilada.
Adicionar 500mL de &cido acético glacial, 5 g de acetato de potassio, 400
mL de alcool t-butilico e diluir para 1000mL com H20 destilada. Estocar em
frasco escuro.

Tampao permanganato combinado

Misturar as solucbes de permanganato saturado e tampéo lignina na
razdo 2:1 (v/v) - é uma solucdo estavel por uma semana no escuro a 4°C. As
solugdes séo satisfatérias para o uso, se ambas estiverem purpura e livre de
precipitado.

Solucdo desmineralizante

Dissolver 100g de acido oxalico diidratado em 1400mL de etanol 95%.
Adicione 100mL de HCI conc. e dilua para 2000mL com H20 destilada.

Etanol 80%

Diluir 1690mL de etanol 95% para 2000mL com H20.
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Procedimentos para a quantificacdo de lignina e celulose:

1.

w

Colocar o cadinho de placa sinterisada contendo ADF em placa de
Petri contendo agua gelada (1cm de altura). Ndo umedecer a fibra
neste estagio;

Adicionar 25mL do combinado permanganato/tampé&o lignina ao
cadinho;

. Ajustar o nivel de agua gelada (2-3cm) na placa para reduzir a circulacéo

(ou fluxo) da solucéo fora dos cadinhos;

Quebrar os grumos com bastdo de vidro e passar a solugdo ao redor
das paredes dos cadinhos para umedecer bem todas as particulas;

Deixar em repouso por 90 minutos a temperatura de 20-25°C e entédo
adicionar mais solucdo combinada, se necessério, para manter a cor
purpura;

Filtrar sob vacuo;

Colocar o cadinho em placa de Petri limpa e acrescentar solucéo
desmineralizante até a metade;

Deixar em repouso por 15 minutos e entédo filtrar sob vacuo;

Lavar a fibra com solu¢cdo desmineralizante até a brancura (eliminar
totalmente a cor purpura);

10. Filtrar e lavar completamente com etanol 80%. Filtrar sob vacuo e

repetir a lavagem por 2 vezes;

11. Lavar duas vezes, de maneira similar, com acetona;

12. Secar o cadinho por 2 horas a 105°C, esfriar em dessecador e pesar

(W4);

13. Calcinar o contetido do cadinho, colocando-o em uma mufla a 550°C

por 1 hora. Esfriar em dessecador e pesar (W5).
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Calculos
Lignina (%) = W3-W4/W1 * 100

Celulose (%) = W4-W5/W1 * 100

Material vegetal (1.0g)

Digestdo acida - 1 hora
(CTAB/H2S0OJ

Lavagem residuo

mHZD Fervente
mEtanol 80%
mAcetona

Secagem a 105°C

Oxidacéoldo residuo

mKMnO4/tampio Lignina
mSolucdo desmineralizante

Lavagem do residuo

mAlcool 80%
mAcetona

Secagem a 105°C (2 horas) => % de Lignina

1

Calcinacdo a 500°C (1 hora) => % de Celulose

Figura 3. Fluxograma para analise de lignina e celulose
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Determinacdo da razdo C/N

la Etapa - PREPARACAO DAS AMOSTRAS (secar o material vegetal a
60°C em estufa com circulacdo de ar até peso constante e moer em moinho
de facas).

2aEtapa - DETERMINACAO DO NITROGENIO TOTAL

Este método possibilita a determinacdo de 5 macronutrientes (N, P, K,
Ca, Mg) com uma unica digestdo por H20 2e H2S04. A adicdo prévia de H2 2
propicia uma pré-digestdo da amostra pelo H2S04, em que a temperatura
atinge 180-190°C. Esta oxidacdo parcial de compostos organicos evita a
formacdo de espuma e freqiente perda de material apds a adicdo de H2S04,
no inicio do aquecimento. Deve-se, a seguir, elevar a temperatura a 310-
330°C, para obter a digestdo completa do material, em bloco digestor (verificar
a temperatura com o termdmetro). Sdo utilizados para a digestdo das
amostras, tubos de ensaio de 25 x 250mm em vidro pyrex. A diluicdo no
proprio tubo de ensaio facilita o procedimento. A homogeneiza¢cdo da mistura
é feita com ar comprimido. Apés decantacédo (6-1 2 horas), sdo tiradas aliquotas
do extrato para as varias determinac¢des, ndo havendo necessidade de filtracao
(Tedesco et al., 1985).

O teor de N varia com a espécie, variedade, parte, desenvolvimento e
estado nutricional da planta. Em geral situa-se entre 0,5 e 5% .

Reagentes e solugdes
1. H2S04concentrado

2. HX0 2a 30%: esta solucdo perde 0 2com o tempo e deve ser guardada
em frasco protegido da luz;

3. Mistura de digestdo: moer 100g de Na2S504,10g de CuS045H20 e
1,0g de selénio;
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4. NaOH 10N: dissolver 400g de NaOH (grau técnico) em 800mL de H20
destilada em um béquer de pyrex. ApoOs esfriamento, transferir para
baldo volumétrico de 1L e completar o volume. Guardar em recipiente
plastico;

5. Indicador de acido bdrico: dissolver 40 g de acido bdrico em 1400mL
de &gua quente. Apds esfriamento, transferir para um baldo volumétrico
de 2L contendo 400mL de etanol 95% (produto técnico) e 40mL de
solucdo obtida pela dissolugdo de 0,660 g de verde de bromocresol e
0,330g de vermelho de metila em 1000mL de etanol 95%. Misturar as
solucbes em baldo volumétrico e adicionar cuidadosamente NaOH
0,05N até que se observe uma leve mudanca da cor roxa para verde-
clara ao se adicionar 1mL de H20 destilada a 1mL de indicador.
Completar o volume para 2L com H20 destilada;

6. H2S040,05N: dissolver 1,4mL de H2S04conc. em 1L de H20 destilada
(ImL desta solugdo gasto na titulacdo corresponde a 0,7mg de N).

Protocolo de analise

Digestdo das amostras

- Pesar 0,200g da amostra e colocar em tubo de digestdo seco;

- Adicionar 1,0mL de H20230% ;

- Adicionar vagarosamente 2mL de H2S04 conc. (CUIDADO: A REACAO E
EXOTERMICA);

- Adicionar 0,7g de mistura de digestéo;

- Colocar no bloco digestor a 160-180°C até evaporar a agua;

- Aumentar atemperatura a 330°C. Apds clarear (cor esverdeada) manter
esta temperatura por uma hora;

- Retirar os frascos do bloco e deixar esfriar;

- Completar o volume com H20 destilada até a marca de afericéo;
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- Agitar em vortex (se o laboratorio ndo dispuser de um vortex, pode-se
borbulhar ar comprimido na solugdo, com ajuda de uma pipeta Pasteur).

Determinacdo de Nitrogénio

- Pipetar 10mL do extrato em baldo de destilacdo de 100mL;

- Adicionar 5ml_ de NaOH 10N e iniciar imediatamente a destilacdo por
arraste a vapor (receber o destilado em erlenmeyer de 50mL contendo
5 mL de indicador -acido bérico) ;

- Destilar até coletar em torno de 35mL de destilado;

- Titular com H25040,050N (cada mL deste reagente utilizado na titulagcdo
corresponde a 700 ~g de N).

A destilacdo e titulacdo do extrato: é feita através da alcalinizagdo com
soda para gerar amonio, que é destilado e recolhido em solugdo de &cido
bérico. Esta é titulada com solugcédo de acido sulfarico. Assim se obtém o teor
de nitrogénio.

Céalculos

- E a formula a ser utilizada guando se utiliza 0,200g de amostra,
destilando-se 10mL do extrato (ap6s a diluicdo a 50mL) e titulando-se
com H25040,050 N.

% N= (mLhT_ - mLH+) *700 *5*5/10.000
- Expressar o resultado em % de N, com 2 digitos decimais.
3aEtapa - DETERMINACAO DO CARBONO

@) carbono é o elemento mais abundante no tecido vegetal seco (45 a
55%) e para sua andlise utiliza-se o0 método de oxidagcdo do C da amostra por
dicromato em meio &cido, e o excesso de Cr+6 é quantificado por titulagao.

Manual Técnico - 187



INDICADORES BIOLOGICOS E BIOQUIMICOS DA QUALIDADE DO SOLO

Reagentes e solucgdes

1) Sulfato ferroso 0,5N (FeS04.7 H20): dissolver 140g de sulfato ferroso
em aproximadamente 400 mL de H2 destilada. Adicionar 15mL de
H2S04comercial e diluir a 1L (esta solucdo deve ser preparada a cada
15-20 dias);

2) Dicromato de potassio 1,25N (K2Cr207): pesar 61,3 g de dicromato de
potassio (seco a 105°C por duas horas) e diluir para 1 L com H20
destilada;

3) Indicador ferroina (complexo ortofenantrolina - sulfato ferroso 0,025):
dissolver 1,485g de o-fenantrolina (monohidratado) e 0,695g de sulfato
ferroso em agua destilada e completar o volume para 100mL;

3) H2S04 conc.
Procedimentos de anélise

- Pesar 250mg do material (deve ser moido até passar por uma peneira
de 0,5 mm) contendo de 10 a 50mg de C;

- Colocar em Erlenmeyer de 250mL e adicionar 15mL de dicromato de
potassio 1,25N (com pipeta volumétrica; o dicromato é usado como
padrdo na titulacdo) e agitar levemente o frasco;

- Adicionar 30mL de H,SO’, conc.;

- Aquecer com cuidado no bico de Bunsen (utilizar um termdmetro
mergulhado no liquido), agitando devagar até atingir 150°C em
aproximadamente 1 minuto e deixar esfriar;

- Adicionar 100mL de H20 destilada e homogeneizar;

- Adicionar 3 gotas do indicador ferroina;
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- Titular com sulfato ferroso 0,5N. A cor muda de verde a vermelho, com
luz transmitida.

Célculos

me= miliequivalente

% C = (me CrD72- me Fe+2) * 0,003 * 100/g de material

me CrX0 72 = 18,75 (se forem utilizados 15mL de K2Cr20y 1,25 N)

me Fe +2 = (mL de FeS04 gastos na titulagdo da amostra) * (N FeS04)

A normalidade (N) do FeS04é calculada natitulacdo da prova em branco:

N = 18,75/mL FeS04

Expressar o resultado em % de C, com 2 digitos decimais.
4aEtapa - DETERMINAGAO DA RAZAO CIN:
CIN = Teor de Carbono (%)/Teor de N (%)

DETERMINAGAO DE NITROGENIO

- Em 10mL de extrato adicionar 5mL de NaOH 10N e iniciar destilacdo
por arraste a vapor;

- Coletar 35mL do destilado em frasco contendo o indicador acido bérico;

- Titular com H25040,05 N => TEOR DE N

DETERMINACAO DE CARBONO

- Em 0,250g de amostra adicionar 15mL de K2Cr20 7 1,25N;

- Adicionar 30mL de FLSO,, conc.;

- Agquecer em bico de Bunsen por 1 minuto até atingir 150°C;

- Deixar esfriar

- Titular com FeS040,50N, usando indicador ferroina => TEOR DE C
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XXI. PERFIL DE ENRAIZAMENTO COMO
INDICADOR BIOLOGICO DA
QUALIDADE FISICA DO SOLO

Heloisa Ferreira Filizola

Introducéo

A maior parte das areas agricolas apresenta um horizonte superficial,
horizonte Ap, completamente desprovido de sua estrutura natural e, abaixo
deste, um horizonte compactado, ambos fruto das praticas agricolas. Estes
horizontes tém funcionamentos muito diferenciados. No primeiro, dado o
novo arranjo dos agregados ou a sua inexisténcia, as raizes tém um bom
desenvolvimento, que é barrado pelo horizonte compactado, restringindo assim
a area de desenvolvimento delas.

Além das técnicas frequentemente utilizadas na avaliacdo da estrutura
dos solos como determinacdo da densidade e estabilidade dos agregados em
laboratério, capacidade de infiltracdo e resisténcia a penetracdo no ambito
do campo, utiliza-se o perfil de enraizamento proposto por Bohm (1979) e
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modificado por Crestana et al. (1994) na avaliacdo das reacdes das plantas
as condi¢cbes a que estdo submetidas.

Procedimento

Na metodologia proposta por Crestana et al. (1994), através do
processamento de imagens, é possivel obter-se uma andlise quantitativa das
raizes no perfil do solo, por meio de sua densidade.

A partir de trincheiras locadas sobre diferentes parcelas, é feito o
levantamento das estruturas e sua distribuicdo, associando-se a elas dados
analiticos, permitindo assim analisar esta parcela do solo de forma global.

As trincheiras devem ser abertas préximas a linha de plantio (< 10cm da
planta). Em geral, no caso de culturas anuais, o perfil observado é de, no
maximo, 100cm de largura por 100cm de profundidade. Sendo assim, a
trincheira a ser aberta deverad ter as seguintes dimensdes: 120cm de
profundidade, 120cm de comprimento e 150cm de largura. A largura deve
ser suficiente para se posicionar a camera fotogréafica ou filmadora. No caso
de arvores ou culturas perenes é necessaria a abertura de uma trincheira
maior, tanto em largura quanto em profundidade.

Uma vez aberta atrincheira, deixar suas paredes o mais vertical possivel,
com o auxilio de uma péa. Para a exposicdo das raizes, remover o solo da
parede do perfil, até que elas figuem expostas; para tanto, utiliza-se uma
faca ou estilete. Dependendo da cultura e do tipo de solo, este preparo pode
ndo ser tdo simples, requerendo o uso de outros instrumentos, como um
rastelo manual ou um escarificador (rolo cilindrico com pregos dispostos na
forma de uma espiral). Esses procedimentos ndo devem provocar muita
deformacdo no perfil e devem permitir boa exposicdo das raizes.

Apesar de as raizes, em geral, ficarem expostas com o preparo, muitas
vezes 0 contraste solo-raiz ndo € suficiente. Neste caso, as imagens obtidas
ndo sdo adequadas para a analise, portanto torna-se necessario um tratamento
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complementar: pintura das raizes e lavagem do perfil de solo. Em alguns
casos, somente alavagem das raizes e umedecimento do perfil ja é suficiente.

Para a pintura, utiliza-se esmalte sintético em spray, em geral branco,
que deve ser aplicado sobre as raizes. Uma vez aplicado o esmalte, este
adere as raizes e também ao solo. Portanto, através de um pulverizador
costal ou mesmo manual com agua, ou ainda uma mangueira, deve-se efetuar
a lavagem do perfil, procurando-se destacar uma fina camada de solo. Antes
do processo de lavagem, deve-se esperar, em média 30 segundos, para que
a tinta seque.

Antes de se iniciarem as filmagens, coloca-se, sobre o perfil a ser filmado,
uma tela de 1 x 1m (no caso de culturas anuais) quadriculada. O tamanho da
malha da tela varia de acordo com o tipo de estudo a ser feito. Normalmente
utiliza-se uma tela de 10 x 10cm. Cada divisdo deve ser identificada.

Utilizando-se uma maquina fotografica ou uma filmadora, obtém-se as
imagens do perfil. A filmagem ou as sessdes de fotografias do perfil devem
ser feitas levando-se em consideracdo a posi¢cdo da camera em relacdo ao
perfil, quantidade de luz ou iluminacao do perfil e a demarcacdo da area a ser
analisada. A cémera deve ser posicionada perpendicularmente em relacdo
ao perfil a ser filmado; este deve estar na sombra, e a area a ser filmada
deve estar devidamente identificada e demarcada. Em geral, filma-se cada
area do perfil por 15 segundos.

Posteriormente as imagens séo entdo digitalizadas com resolugdo espacial
de 640 X 480 pixels com 256 cores/pixels, através de uma camara fotografica
digital ou de uma placa digitalizadora ligada a um computador, ou ainda
conectando-se um video cassete e um monitor de TV a um microcomputador
com placa digitalizadora (Bassoi & Assis, 1997; Guimarades et al., 1997) e,
em seguida, sdo tratadas para melhor visualizacdo das raizes. Uma vez
digitalizadas e armazenadas em arquivos padrbes BMP (extensdo de nome
de arquivo para arquivos de bitmap para Windows) ou PCX (extensdo de
nome de arquivo para arquivos bitmap criados por programas de pintura
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como o PaintBrush para PC), emprega-se um software, o SIARCS, desenvolvido
pela Embrapa Instrumentagdo Agropecuaria para a sua andlise (Figura 1 e 2).

Exemplo de imagem digitalizada de um horizonte Ap

Figura 1. Exemplo de uma imagem referente ao horizonte Ap

Como a imagem digitalizada possui uma representagdo binaria, torna-se
facil automatizar o processo de contagem e o célculo da densidade de raizes,
assim como o tratamento estatistico desejado, via SIARCS, que possui
ferramentas que permitem a manipulacdo da imagem de forma a selecionar
as raizes e calcular sua distribuicdo. As raizes devem ser realgadas para dar
melhor contraste e, no processo de transformacdo em pixels, ndo haver
perda das mesmas. Para este processo, podem ser utilizados programas
graficos como o Corel Draw ou o Adobe.

As avaliagdes (estrutura e enraizamento) normalmente sédo feitas no
periodo da floracdo, quando as raizes atingem o méaximo de desenvolvimento.
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Resultados

A é&rea de calculo é determinada de acordo com a especificidade e o
grau de detalhe requeridos pelo objetivo do trabalho. No caso presente,
como o objetivo era a avaliacdo dos efeitos da compactacdo sobre as
raizes e comparagdo de dois tratamentos diferentes, esses resultados
foram depois agrupados por imagem (malha de 20 X 20cm).

Os dados agrupados foram transformados em gréaficos (Figura 3) para
a visualizacdo das diferencas entre os tratamentos aplicados e a area de
mata. Como pode ser observado, existe pouca diferenca entre o
enraizamento nos dois tratamentos, mas hd uma tendéncia a um melhor
enraizamento na area de agricultura biodindmica, que se aproxima da
distribuicdo da area de mato, apos dois anos de tratamento.

Tabela 1. Porcentagem de raizes calculada a partir da imagem digitalizada (Figura 1):

cada valor eqiivale a porcentagem de raizes em 4 cm2.

21.45 26.47 19.83 31.02 35.88 0.00 0.00 0.00 2.85 5.12
47.38 21.68 34.65 63.50 18.90 0.00 0.00 4.24 0.46 5.06
36.50 16.90 18.60 46.60 27.55 4.78 0.62 9.18 9.10 3.89
47.22 18.52 7.18 37.27 20.14 841 17.05 6.17 9.10 6.67
33.72 20.14 17.59 30.86 14.12 10.88 21.60 5.40 15.35 13.52
29.32 18.98 0.69 9.80 12.65 20.52 10.88 14.74 16.67 26.73
2585 2.85 0.15 586 11.34 6.87 579 1.54 1127 12.53
10.65 1.31 0.00 0.08 4.63 8.41 0.00 0.00 1.47 4.32

6.87 0.15 0.00 0.00 0.00 1.23 0.00 0.00 0.93 2.90

521 0.00 0.00 0.214 o0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 o0.00
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Figura 2. Exemplo de uma imagem referente ao horizonte compactado.
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