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Comparacao de Métodos
para a Determinacao da
Biomassa Microbiana do Solo
com Diferentes Cultivos no
Submédio do Vale do Séao
Francisco

Resumo

A biomassa microbiana do solo (BMS) é a variavel que mais
rapidamente responde as alteracées do uso do solo ou mudancas de
condicdes ambientais. Desde os estudos iniciais, varios métodos foram
desenvolvidos buscando-se aumentar a reprodutibilidade e produtividade
da andlise. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da correcdo da
umidade do solo, como pré-tratamento das amostras, e a eficiéncia de
trés diferentes métodos de fumigacéo sobre a liberacdo do carbono da
biomassa e a eficiéncia da determinacdo do teor de carbono microbiano
do solo. As amostras de solo foram coletadas em um Argissolo
Vermelho-Amarelo distr6fico em areas com o cultivo de culturas anuais
(mel&o e melancia), perenes (uva e manga) e um fragmento de Caatinga
localizado em area limitrofe. Os métodos avaliados foram: a correcao

ou ndo da umidade natural para 60% da capacidade de campo; a
aplicacéo de vapor de cloroférmio; a aplicacado direta de cloroférmio ou
o tratamento em forno de micro-ondas. A fumigacdo em forno de micro-
ondas resultou nos valores mais baixos de BMS e maior variabilidade
interna, independentemente da corre¢cdo de umidade. O método de
fumigacdo com cloroférmio resultou em menor coeficiente de variagdo da
média.

Termos para indexacdo: microbiologia do solo, biomassa do solo,
umidade do solo.

1Engenheiro-agronomo, D.Sc. em Potec¢édo de Plantas, pesquisador da Embrapa Semiarido,
Petrolina, PE.
2Bi6logo, D.Sc. em Ciéncias do Solo, pesquisador da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.



Comparing Methods for
Soil Microbial Biomass
Determination in Soils
Under Different Crops in
the Submedium of the Sao
Francisco Valley

Abstract

Soil microbial biomass (SMB) is the variable that quickly responds

to environmental and soil management changes. Since the initial
studies a range of methods have been developed in order to increase
reproducibility and productivity of soil processing. The objective of this
work was to evaluate the efficiency of three methods of soil samples
fumigation and water content for SMB analysis. Soil samples were
collected in a dystrophic Yellow-Red Argissoil (dystrophic Ultisol)
cultivated with annual (melon and watermelon) and perennial (mango
and grape) crops, and a fragment of Caatinga as a reference area. The
treatments evaluated were: natural water content or correction to 60%
of field capacity; the application of chloroform vapor in a confined
environment; direct application of chloroform to a soil samples; or
heating in a microwave oven. Soil water content correction resulted

in a higher extraction of soil microbial carbon (C-SMB), however the
results showed a higher coefficient of variation. Values obtained for
SMB analysis using soil samples fumigation in micro-wave oven were
consistently smaller than chloroform based methods. Chloroform
fumigation of soil will be applied on future studies of SMB fluctuation
as a function of soil seasonal wetting and dry cycles in natural Semi-
arid environments.

Index terms: soil microbiology, soil biomass, soil moisture.
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Introducao

A biomassa microbiana do solo (BMS) é definida como a parte viva da
matéria orgéanica do solo (MOS), formada por organismos menores que
5 x 10 mm (JENKINSON; LADD, 1981), que pode funcionar como
um reservatdrio de nutrientes parcial e periodicamente liberado para

o solo (DE-POLLI; PIMENTEL, 2005). A BMS é a variavel que mais
rapidamente responde as mudancas impostas ao solo pela alteracdo
de uso e, por isso, tem sido utilizada como um sensivel indicador para
identificar a influéncia de praticas de manejo sobre a qualidade do solo
(POWLSON et al., 1987; DRIJBER et al., 2000). Em condi¢Bes naturais,
a atividade e a populacdo microbiana do solo estdao em um equilibrio
dindmico cuja variacdo é influenciada por fatores bi6ticos e abidticos.
VariagcGes quantitativas e qualitativas nas populagdes microbianas
podem decorrer de acdes antropogénicas (remocao da vegetacéo,
preparo do solo, adubacéo, irrigacéo, etc.) e, principalmente nas
condi¢cBes do Semiarido, das variacGes sazonais da disponibilidade de
agua, resultando em alterac6es quantificaveis da biomassa microbiana
ou na intensidade de diferentes processos do solo, que por sua

vez podem ser utilizados como bioindicadores (BLAGODATSKAYA,;
KURYAKOQOV, 2013).

Ha& diversos métodos para a estimativa da BMS, que variam
significativamente nos principios de determinacdo. Entre estes métodos
existem a observacéo direta por microscopia e a utilizacdo de fatores
de conversao de biovolume em biomassa (ALEXANDER, 1977;

GRISI; GRAY, 1985; PELCZAR JUNIOR et al., 1996), determinacgio
de constituintes celulares como o ATP, &cido muramico e &cidos
nucleicos (CARDOSO, 2004; HAN et al., 2007) e a taxa de respiracéo
basal induzida pela adicdo de nutrientes (ANDERSON; DOMSCH,
1978). Além disso, o teor de ergosterol e de quitina do solo tem sido
utilizado para a determinacéo da biomassa fungica (CARDOSO, 2004;
GESSNER; CHAUVET, 1993; NIELSEN; MADSEN, 2000).

De modo geral, os métodos de determinacdo da BMS pela quantificacéo
do C em extratos de solo se baseiam na premissa da liberacdo do C
constituinte das células microbianas e na comparagéo com teor de

C soltvel com uma amostra nao tratada, ou seja, sem o emprego do
método de liberacdo do C microbiano. Dessa forma, o tratamento
adequado das amostras para a liberacdo do C microbiano é um passo
fundamental para a acuracia do método de determinagcédo, uma vez que
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0 emprego de técnicas inadequadas pode colaborar para a obtencao
de valores que superestimem ou subestimem a BMS em determinada
amostra de solo, implicando assim no uso equivocado deste
bioindicador.

O método inicial para a determinacao da BMS foi a fumigacéo-
incubacdo e os estudos iniciais foram realizados em meados do século
20, quando se determinou o potencial de esterilizacdo parcial do solo
com o emprego de vapor de cloroférmio (JENKINSON; POWLSON
1976). O aumento da evolugéo de CO, e do contetdo de NH,* a
partir de amostras fumigadas foi utilizado para estimar o teor de C e

N da BMS (ANDERSON; INGRAM, 1993; HOWARTH; PAUL, 1994).
O método de fumigacgédo-extragéo utilizando vapor de cloroférmio

e a comparacao com a quantidade de C extraido de amostras nao
fumigadas foi desenvolvido por Jenkinson e Powlson (1976).

A partir do processo inicial, descrito por Jenkinson (1966), Tate et al.
(1988) propuseram a extragdo dos constituintes microbianos por K,SO,
0,5 M, seguido de digestdo a quente em solugdo contendo dicromato de
potassio (K,Cr,O,) para a oxidagéo do C e a quantificagéo do dicromato
remanescente por titrimetria. Neste caso, a quantificagdo C ou N é
realizada pela comparacdo com o extrato de uma amostra ndo tratada
(fumigada). A formula para a transformacao deste fluxo de C solivel do
solo (CS) para C microbiano (C-BMS) foi descrita por Vance et al. (1987).
O novo método permitiu quantificar a BMS com vantagens como eliminar
a imobilizagéo de C e N produzido na lise microbiana pelos coloides do
solo ou a desnitrificagdo; reduzir a influéncia de C e N de origem néo
microbiana; aumentar a produtividade do processo pela diminuicdo do
tempo de andlise (HOWARTH; PAUL, 1994).

ApOs estes estudos pioneiros, diversos autores propuseram
modificacbes no método de fumigacao, extracdo, digestiao dos
extratos, bem como nos métodos de célculo buscando-se aumentar a
reprodutibilidade e a produtividade da determinacéo da BMS (ISLAM;
WEIL, 1996). Uma das metodologias alternativas propostas, preconiza
a adicdo do cloroférmio diretamente na massa de solo a ser avaliada

e posterior remocéo do vapor utilizando-se vacuo (FRIGHETTO;
SCHNEIDER, 2000). Outro método, descrito por Islam e Weil (1998),
preconiza o tratamento de subamostras em forno de micro-ondas para
o rompimento das células microbianas e posterior extracéo utilizando-se
K,SO, 0,5 M. Em ambos os casos, busca-se aumentar a produtividade
do processamento das amostras, tornando-o um método de analise de
rotina para a identificacdo da qualidade do solo ou dos impactos de
sistemas de manejo.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da corre¢do da umidade do
solo como pré-tratamento das amostras e a eficiéncia de trés diferentes
métodos de fumigacao das amostras sobre a liberacdo do carbono

da biomassa para a solugéo do solo por meio de sua quantificacédo e
avaliagcdo da viabilidade das células microbianas remanescentes.

Material e Métodos

As coletas de amostras foram realizadas em areas experimentais com o
cultivo sucessivo de culturas irrigadas: 1) amostras coletadas na linha
de plantio em area com cultivo de melancia (Citrullus lanatus Thumb.
Mansf.) por 4 anos, com histdrico anterior de cultivo de banana (Musa
sp.) e culturas anuais por periodo superior a 15 anos; 2) amostras
coletadas na linha de plantio em area com cultivo de videira (Vitis
vinifera L.) por periodo superior a 8 anos; 3) amostras coletadas na
area de projecao da copa em cultivo de manga (Mangifera indica L.) por
4 anos, com histérico de cultivo perene por mais de 15 anos; 4) area
com cultivo de meloeiro (Cucumis melo L.) por 2 anos consecutivos,
com historico de cultivo de tamareira (Phoenix dactylifera) por 20 anos;
5) fragmento de vegetacédo de Caatinga.

As areas amostradas séo limitrofes e localizam-se em um Argissolo
Vermelho-Amarelo distréfico, localizado no Campo Experimental de
Bebedouro, nas dependéncias da Embrapa Semiarido, localizada no
Perimetro Irrigado de Bebedouro (Petrolina, PE).

Em cada area foram coletadas cinco amostras compostas de solo, cada
uma proveniente da homogeneizacéo de dez subamostras simples,
retiradas na camada de 0-10 cm. Apds a coleta, as amostras foram
homogeneizadas e peneiradas em malha de 2,0 mm, acondicionadas
em sacos plasticos e transportadas, sob refrigeracéo, para o Laboratério
de Microbiologia do Solo da Embrapa Semiarido.

Uma segunda subamostra foi armazenada a 10 °C por 72 horas até a
realizacdo das andlises microbioldgicas. Em uma terceira subamostra,
determinou-se a curva de retencdo de umidade do solo pelo método da
centrifuga tendo como a capacidade de campo (CC) o teor de umidade
retida a uma forca de 0,33 Mpa (COSTA et al., 2008).

Para fins de andlise do teor de C-BMS, as amostras de solo foram
subdivididas em dois grupos: 1) um grupo foi processado diretamente
para a andlise do C-BMS, conforme descrito a seguir; 2) do segundo
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grupo, 200 g das subamostras receberam um volume de agua
suficiente para alcancar 60% da CC e foram homogeneizadas de
forma a alcancar a distribuicdo uniforme aparente da umidade,
seguindo imediatamente para o processamento. Para cada subamostra
foram retiradas sete aliquotas de 20 g de solo para cada um dos

trés métodos de determinacao da BMS, sendo trés destinadas aos
diferentes métodos de fumigacéo (F), trés ndo fumigadas e uma para
a determinacgdo do teor de umidade do solo. Do grupo que recebeu a
correcao de umidade, trés aliquotas de 20 g também foram destinadas
a contagem de microrganismos viaveis, conforme descrito a seguir.

A avaliagdo da BMS-C foi realizada utilizando-se trés métodos de
fumigagéo das amostras:

Fumigacao extracao — O método da fumigacgéo-extragéo, proposto
por Jenkinson e Powlson (1976) e descrito em De-Polli e Guerra
(1999), foi executado pela adicao de cloroférmio livre de etanol
(FRIGHETO; SCHNEIDER, 2000) em um frasco separado em ambiente
hermeticamente fechado sob baixa pressdo até o borbulhamento

do cloroférmio. Apds 24 horas o vapor de cloroférmio foi removido
utilizando-se bomba de vacuo e repouso em ambiente ventilado.

Aplicacdo direta de cloroférmio nas amostras — No segundo método,
uma aliquota de 1,0 mL de cloroférmio livre de etanol (FRIGHETO;
SCHNEIDER, 2000) foi adicionada diretamente as amostras de

20 g do solo em beckers de 50 mL e permaneceram em ambiente
hermeticamente fechado por 15 minutos. O vapor de cloroférmio foi
removido utilizando-se aplicacdo de vacuo e um periodo de 2 horas de
em repouso em ambiente ventilado.

Irradiacdo em forno micro-ondas — O método de irradiagéo das
amostras, proposto por Islam e Weil (1996), foi executado pela
exposicdo das amostras de solo a radiacdo micro-ondas em um forno
de micro-ondas doméstico de 650 W de poténcia nominal. O tempo de
exposicdo depende da energia liberada pelo equipamento e foi calculada
segundo a metodologia descrita por Islam e Weill (1999).

1) A energia aplicada pelo micro-ondas foi estimada medindo-se a
elevacdo da temperatura de 1 L de agua destilada, com temperatura
inicial ajustada para 22 °C, com exposi¢do por 2 minutos em micro-
ondas doméstico com plataforma giratoria (NEAS; COLLINS, 1988). A
poténcia real foi determinada aplicando-se o resultado de alteracé@o da
temperatura a equagéo:
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P =C, KATm/t (Equacao 1)

Na qual P é a poténcia real aparente absorvida pela agua; C é a
capacidade térmica da agua (J.mL1.°K%); AT é a variagcdo observada
na temperatura da agua; K = 4,184 ¢é o fator de correcédo térmica para
W; m, a massa de agua utilizada; e t (s) o tempo de aquecimento da
amostra.

2) O tempo de exposicido da amostra a irradiagéo foi estimado pela
equacao:

T (s) = (r x w)/P (Equacéo 2)

Na qual r é a energia a ser aplicada pelo micro-ondas (J.g solo?),
definida por Islam e Weill (1996) em 800 J.g* de solo; w é a massa
total de solo (g); P é a potencia real do equipamento (W.s1), definida na
equacéo 1.

A aplicacdo das equacgdes nas condi¢des de analise resultou na
determinacédo de P = 627 W (J.s?) e o tempo de aquecimento de 15,6
(—16) segundos. As amostras foram expostas a radiagdo micro-ondas
por metade do tempo previsto (8 segundos) e, em seguida; removidas,
homogeneizadas e resfriadas a temperatura ambiente e retornadas ao
micro-ondas para a complementacdo da energia total calculada. Este
procedimento foi desenvolvido por Islam e Weil (1998) com o objetivo
de impedir ou a minimizar a formagéo de bolsfes de superaquecimento
e a desidratacdo excessiva das amostras.

O carbono do solo (C-S) foi extraido das amostras fumigadas e nédo
fumigadas utilizando-se 100 mL de uma solucéo de K,SO, 0,5 M. Os
extratos obtidos foram filtrados em papel filtro quantitativo (filtragem
lenta) e digeridos a 100 °C ap0s a adigdo de K,Cr,0, 0,0667 mol

L*, agua destilada e H,SO, e H,PO, (2:1 v/v). Em seguida, o teor

de C soluvel do solo foi determinado por titulacdo dos extratos com
[(NH,),Fe(SO,), x 6H,0] 0,05 mol L* apos a adi¢éo de indicador
ferroina e H,SO,. A solucéo titulante foi padronizada previamente por
adicéo de ferroina e H,SO, em uma aliquota e titulagdo com K,Cr,O,
0,0667 mol L.

Apos a fumigacao, o teor de carbono microbiano (C-BMS) foi estimado
pela equacéo de Vance et al. (1987) como recomendado por Anderson
e Ingram (1993):

C-BMS (Ll g de C.g* de solo) = 2,64 x (CS-F - CS-NF) (Equacéo 3)
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Para o método da irradiacdo de Islam e Weill (1998) o teor de C-BMS
foi calculado utilizando-se a formula descrita pelos mesmos autores:

C-BMS (1L g de C.g* de solo) = (CS-F - CS-NF)/0,213 (Equacéo 4)

Em ambos os casos, CS-F € o teor de carbono solavel (CS) em K,SO,
0,5 M na amostra fumigada; CS-NF é teor de CS na subamostra nao
fumigada.

Para correcdo do teor de C-BMS em funcgdo da umidade das amostras
utilizou-se a equacéo:

C-BMS, = C-BMS/(1-UG) (Equacéo 5)

Na qual UG é o teor de umidade gravimétrica das amostras.

Trés aliquotas de 20 g, retiradas das amostras de solo, foram submetidas
aos diferentes procedimentos de fumigacdo descritos anteriormente

e utilizadas para a contagem de microrganismos viaveis. As aliquotas
foram transferidas para frascos contendo 80 mL de solugdo de Triton
X-100 0,01 % e permaneceram em agitacdo por 1 hora em agitador
orbital a 120 rpms. Aliquotas de 10 mL foram tomadas e procedeu-

se uma diluicao seriada e plagueamento para a contagem de bactérias
totais e fungos. Cem microlitros das diluicées foram inoculadas em
placa de Petri contendo meio Agar nutritivo adicionado de 50 mg L*

de cicloheximida e, para contagem de fungos, em meio BDA contendo
50 mg L* de sulfato de estreptomicina + 50 mg L* de cloreto de
tetraciclina e rosa de bengala 0,03 % (MARTIN, 1950). As placas foram
mantidas em estufas BOD a 25 °C por 72 horas, periodo apds o qual se
procedeu a contagem do numero de colbnias, expressos em nimero de
unidades formadoras de col6nias (UFC).

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se analise de variancia
(Anova) considerando-se um arranjo fatorial com dois fatores: métodos
de fumigacdo, com trés niveis, e ao pré-tratamento de correcdo da
umidade do solo, com dois niveis. O delineamento foi em blocos ao
acaso com cinco amostras por area avaliada e trés repeticdes por
amostra. Apds a andlise de variancia, os resultados foram comparados
utilizando-se o teste de Tukey a 5 % de significancia. O coeficiente de
variagcao da média (CVM%) para os métodos de fumigacéo foi calculado
utilizando a formula:

CVM% = DP/ x 100 (Equacéo 6)
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Resultados e Discussao

Na analise de variancia considerando apenas o efeito do fator

cultura (dados de métodos reunidos) sobre o teor de C-BMS, houve
efeito significativo do manejo sobre o teor de carbono da biomassa
microbiana (P<< 0,01). De um lado, as amostras coletadas em &rea
de referéncia de vegetacdo de Caatinga apresentaram, em média,

os valores mais elevados de C-BMS (304,49+30,16 mg kg?),
enquanto as amostras oriundas da &rea com cultivo de melancia, os
valores foram mais baixos (134,13 +18,31 mg kg?), refletindo o uso
mais intenso de estratégias de preparo do solo em culturas anuais
(Figura 1). Por outro lado, as culturas perenes apresentaram teores
intermediarios de C-BMS, provavelmente por causa do manejo menos
intensivo do solo. As amostras oriundas da area de cultivo de meloeiro
apresentaram valores similares as culturas anuais, o que se deve ao
fato de que, anteriormente, a &rea foi cultivada com tamareiras por
um longo periodo.

400,0

350,0 -

300,0 - 1

250,0 - : [b
. .

150,0 A -I- €

200,0

—t

C-BMS (mg.kg?)

100,0 A

Caatinga Manga Melancia Meldo Uva
Culturas

Colunas com letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05).

Figura 1. Teor de carbono da biomassa microbiana (C-BMS) (X + EP) emum
Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico com diferentes culturas no Campo
Experimental de Bebedouro, Petrolina, PE, 2012.
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Os diferentes fatores considerados no experimento foram analisados
em esquema fatorial. Verificou-se haver interagdo tripla significativa
para o teor de carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS) entre
0s métodos de pré-tratamento das amostras, fumigacao e os diferentes
usos do solo analisados (P<< 0,001), indicando a dependéncia entre a
manipulagdo da amostra apods a coleta e o teor de C-BMS nas amostras
coletadas.

O pré-tratamento das amostras, com a correcdo ou ndao da umidade
gravimétrica (UG) para 60% da capacidade de campo, apresentou
interacédo significativa tanto com os métodos de fumigacao (P<< 0,001)
quanto para as culturas (P<< 0,001). De modo geral, a corre¢édo da

UG resultou em teor médio de 348,79 mg.kg? (& 126,79 mg.kg?)

de C-BMS, enquanto na auséncia de correcéo o teor detectado foi de
81,88 mg.kg™.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as médias para C-BMS (X + DP)
obtidas da interacdo entre os fatores, o coeficiente de variacdo das
médias (CVM), o coeficiente de variacao total (CV) e os valores para
a diferenca minima significativa (DMS) estimada pelo teste de Tukey
para os diferentes fatores considerados no experimento. O método de
fumigagéo influenciou nos valores dos teores de C-BMS obtidos para
as amostras oriundas de uma mesma cultura pelo teste de Tukey a 5
% de significancia (Tabela 1). Em todos os casos, 0s valores para o
C-BMS determinados utilizando-se o método de irradiacdo em forno de
micro-ondas foram menores do que aqueles obtidos com os métodos
com o uso de cloroférmio. Os resultados ndo apresentaram diferenca
significativa (P> 0,05) entre a adi¢do de cloroférmio pela saturacdo do
ambiente ou pela aplicacé@o direta sobre a amostra (Tabela 1).

De modo geral, o coeficiente de variacdo da média (CVM%) foi mais
baixo para as condicdes de correcdo da umidade a 60% da CC, mesmo
para o método de irradiacdo das amostras. Além disso, a andlise da
disperséo dos resultados obtidos com os diferentes métodos de pré-
tratamento da amostra, apresentados nos box-plot da Figura 1, permitem
verificar que com a corre¢éo da umidade das amostras obteve-se tanto
um aumento de extracdo do C-BMS, quanto uma reducédo da disperséo
dos resultados, independentemente do método de fumigacao utilizado,
como pode ser observado no grafico em box-plot. Nos métodos com
fumigacao por cloroférmio, em ambas as condi¢des de umidade, ha

um aumento na dispersédo no 2° e 3° quartil (25-75%), provavelmente
resultado do aumento dos valores detectados. No entanto, h4 a
eliminacdo da ocorréncia de valores discrepantes (Figura 2).
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Tabela 1. Teores de carbono da biomassa microbiana (mg kg*) de um
Argissolo Vermelho-Amarelo distr6fico com diferentes culturas, obtidos
a partir de diferentes métodos de pré-tratamentos das amostras e de
fumigacdo. Médias de cinco repeticdes.

Umidade gravimétrica

Umidade gravimétrica real corrigida (60 % CC)

Tratamentos  Culturas

Média (*=DP) CVM* (%) Média CVM* (%)
. 504,14
Caatinga 279,00 (85,97) 30,81 (51,15) 10,15
577,85
Manga 39,56 (18,59) 47 (85,44) 14,79
Cloroférmio : 208,84
Mel 7,84 1 1
(Saturacao) elancia 37,84 (3,60) 9,5 (17.12) 8,18
x 340,74
Melao 53,31 (30,64) 57,48 (30,16) 8,85
416,34 14,02
Uva 67,07 (17,62) 26,27 (58.36)
) 453,59
Caatinga 254,42 (47,52) 18,68 (85,55) 18,86
348,78
Manga 50,61 (21,66) 42,8 (84,40) 24,2
Cloroférmio . 222,39
(Direto) Melancia 69,31 (12,44) 17,95 (36,46) 15,57
. 363,54
Melao 120,20 (17,14) 14,26 (50,60) 13,92
447,78
Uva 42,51 (22,76) 53,54 (51,68) 11,54
) 296,26
Caatinga 70,67 (12,48) 17,66 (73.15) 42,93
246,55
Manga 36,52 (13,93) 37,85 (74,35) 24,69
S . 288,98
Irradiagcdo Melancia 19,84 (5,49) 27,65 (116.27) 30,16
< 234,41
Melao 38,66 (10,08) 26,07 (88,19) 40,24
281,69
Uva 48,73 (43,05) 88,34 (120,93) 37,62
o 348,79
Média 81,88 (81,61) 99,68 (126,79) 36,35
CV (%) Fumigacao 2 59,7 13,9
CV (%) Cloroférmio 52,9 15,5
CV (%) Irradiagao 132,7 21,1
DMS (Culturas)® 40,74
DMS (Fumigagéo) 32,14
DMS (Pré-tratamento) 15,32

'Coeficiente de variagdo da média (%) estimado por CVM% = °"/2 x 100. 2Coeficiente de

variacdo CV% =\/°MR/;x 100. ®Diferengca minima significativa estimada pelo teste de Tukey
[QVIR L . .

A=qgx /\[f) para as médias dos diferentes fatores.
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Figura 2. Box plot (mediana, dispersdo — minimo e maximo - e quartis — 25% e 75%) para o0s
teores de carbono da biomassa microbiana de um Argissolo Vermelho-Amarelo com diferentes
formas de uso determinado segundo diferentes métodos de fumigacédo. A e D — fumigacao;

B e E — cloroférmio; C e F — Irradiagao) e ao pré-tratamento das amostras (A — C — umidade
natural; D — F - umidade 60% CC).
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Um conjunto de hipéteses pode ser levantado para explicar os maiores
valores observados para C-BMS nas amostras umedecidas: uma rapida
multiplicacdo de bactérias no periodo de preparo das amostras; a maior
umidade das amostras reduz a adsor¢éo dos lizados celulares pelos
coloides do solo, aumentando a eficiéncia de extragao por K,SO, 0,5
M (ANDERSON; INGRAM, 1993); a existéncia de umidade aumentaria
a eficiéncia de aquecimento e de distribuicdo do calor na amostra.
Esta ultima hipdtese é corroborada pelos estudos de Ferris (1984)

gue demonstrou que o efeito da radiacdo micro-ondas é mais letal aos
micro-organismos na presenca de umidade ja que, por causa de suas
caracteristicas, ha maior resisténcia ao aquecimento dos minerais do
solo (JONES et al., 2002).

No entanto, a partir da quantificacdo da ocorréncia de estruturas
vidveis de micro-organismos heterotréficos nas amostras de solo ap6s
os tratamentos de fumigacéo, verificou-se que todos os métodos
promoveram uma reducao de, ao menos, duas unidades logaritmicas
no namero de células bacterianas viaveis nas amostras de solo, ndo
apresentando diferenca significativa entre os métodos (Tabela 2). Nédo
houve efeito significativo da umidificagdo das amostras no nimero

de coldnias obtidas em meio de cultura pelo teste de F (P= 0,05).
Fato que, provavelmente, pode ser atribuido a ocorréncia de bactérias
endosporulantes (Firmicutes) nas amostras, que apresentam baixa
atividade de troca de gases, maior resisténcia e menor permeabilidade
de membrana, conferida pela deposicdo interna de peptidoglicanos
(MADIGAN et al., 1997). Contudo, verificou-se uma variagdo
significativa no nimero de propagulos flngicos viaveis dependente do
método de tratamento ao qual a amostra foi submetida.

Os métodos nos quais se utilizou a aplicacdo de cloroférmio
apresentaram os menores valores médios para propagulos fungicos
viaveis apoés o tratamento (Tabela 2) enquanto a irradiacao apresentou
os mais elevados numeros de propagulos viaveis. E possivel que, no
caso do cloroférmio, os propagulos viaveis remanescentes tratem-

se de estruturas de resisténcia (clamiddsporos e esclerddios), com
baixa permeabilidade gasosa, com paredes espessas e enrijecidas pela
deposicdo de quitina e melanina (MADIGAN et al., 1997). Embora as
bactérias geralmente apresentem maior diversidade e nimeros totais
em amostras de solo, os fungos, apresentando maiores dimensoes,
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respondem pela maior parte da biomassa microbiana total (MILLE-
LINDBLOM et al., 2004). Além disso, possuindo parede celular
contendo glucanos e quitina, os fungos apresentam maior resisténcia
aos tratamentos que causam a lise celular. Desta forma, a diferenca
verificada entre os resultados apresentados pelos diferentes métodos
para o conteddo de carbono da biomassa microbiana neste trabalho
pode ser explicada pela reduzida capacidade do método de irradiagao
em causar a lise celular do micélio fungico e, consequente, liberacéo
dos constituintes celulares.

Tabela 2. Populagdo microbiana (log UFC =%EP) de um Argissolo
Vermelho-Amarelo distréfico com diferentes culturas em amostras
tomadas previamente e apés o tratamento recomendado pelos diferentes
métodos de fumigacédo para a analise da biomassa microbiana.

Manejo Néo fumigado Cloroférmio Cloroférmio Irradiacé@o
(Saturacgéo) (Direto)
Bactérias
Caatinga 7,28 (0,32) 4,48 (1,12) 6,19 (0,05) 5,01 (1,26)
Manga 7,51 (0,41) 5,67 (0,63) 6,32 (0,16) 7,17 (0,11)
Melancia 7,46 (0,53) 6,09 (0,09) 6,36 (0,08) 6,44 (0,13)
Meldo 7,45 (0,26) 6,27 (0,29) 6,51 (0,23) 6,71 (0,14)
Uva 6,78 (0,24) 6,11 (0,18) 6,19 (0,12) 6,15 (0,37)
Média 7,30 (0,38) 5,72 (0,28) 6,26 (0,07) 6,29 (0,28)
Fungos
Caatinga 4,84 (0,17) 1,54 (0,94) 1,66 (0,24) 4,39 (0,16)
Manga 5,29 (0,94) 1,05 (0,18) 0,64 (0,64) 4,91 (0,06)
Melancia 4,52 (1,06) 0,32 (0,71) 1,67 (1,02) 3,53 (0,16)
Meldo 5,00 (0,19) 1,51 (0,20) 3,29 (0,83) 4,72 (0,16)
Uva 5,37 (0,06) 1,54 (0,94) 0,43 (0,82) 4,09 (1,02)

Média 5,01 (0,13) 1,13 (0,41) 1,45 (0,40) 4,53 (0,20)
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Em suas considerac6es na apresentacdo do método de irradiacao,
Islam e Weil (1998) consideram que na matriz do citossol microbiano
a radiacdo de micro-ondas promove 0 superaquecimento e evaporagao
da &gua livre ou da camada de solvatacdo das macromoléculas,
aumentando a pressdo de vapor interna e causando degradacéo
molecular e, em seguida, ocorre a membranas celulares. Além disso,
associado as altas temperaturas geradas, um efeito fisico direto da
irradiacéo altera a permeabilidade de membranas e pode causar sua
ruptura (MCCLEAN et al., 1981; NEAS; COLLINS, 1988) resultando,
em todos os casos, no extravasamento de constituintes celulares para
a solucéo do solo, que passariam a ser detectados como um aumento
do teor de C soluvel, principio basico da metodologia.

A exatiddo, a precisdo e a sensibilidade sdo parametros que devem ser
considerados na escolha de um procedimento de anélise. Em geral, a
analise de C-BMS apresenta grande variabilidade entre as subamostras,
independentemente dos métodos utilizados. Contudo, neste trabalho,
as médias estimadas para os métodos que preconizam a utilizagao

de vapor de cloroférmio apresentaram os menores coeficientes de
variagcao da média (CVM%) ou total (CV), em detrimento do método de
irradiacdo utilizando micro-ondas. No entanto, em todos os métodos,

a adicdo de agua as amostras resultou em uma forte elevacao do teor
de C-BMS, gerando um artefato de analise que pode impedir a correta
quantificacdo do comportamento da populacdo microbiana no solo

em funcgéo de praticas de manejo ou da influéncia da variagdo sazonal
do clima, recomendando o método de fumigacéo utilizando vapor de
cloroférmio, principalmente nos casos em que se estudam amostras
oriundas de solo com baixo teor de umidade, condicdo comum no
Semiarido brasileiro.

Considerando-se que a avaliacdo do carbono da biomassa microbiana
em condi¢Bes naturais utilizando o método de irradiagéo resultou em
teores subestimados, o método ndo deve ser recomendado para a
avaliacdo do C-BMS em estudos com umidade natural do solo, nos
guais poderdo haver amostras com baixo teor de umidade gravimétrica.
Embora mais lento, o método de fumigacdo com vapor de cloroférmio
apresentou resultados mais consistentes, com baixa dispersdo dos
valores detectados nas médias, resultando em baixo coeficiente

de variagéo, por isso, é recomendado para estudos envolvendo
amostras de baixa umidade como em avaliacdo dos ciclos naturais de
umedecimento e secagem.
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Conclusoes

As amostras coletadas em area de referéncia de vegetacao de Caatinga
apresentaram os valores mais elevados de C-BMS, seguida das
amostras oriundas da area com cultivo das culturas perenes, enquanto
0 solo sob cultivo de melancia apresentou os valores mais baixos.

A correcdo da umidade do solo como pré-tratamento das amostras
resultou na obtencéo de maiores teores de C-BMS.

O método de fumigacédo pela exposicao das amostras em ambiente
saturado com vapor de cloroférmio resultou em valores de C-BMS
similares a aplicacdo direta de cloroférmio as amostras, no entanto,
apresentou menor variabilidade dos valores obtidos.

O método de fumigacgéo por micro-ondas resultou em valores inferiores
de C-BMS, principalmente nas amostras que ndo receberam correcdo da
umidade como pré-tratamento.

Os métodos de aplicagéo direta de cloroformio e de fumigacgéo por
micro-ondas nao reduziram significativamente o nimero de propagulos
viaveis de bactérias do solo.

A aplicacdo de ambos os tratamentos com cloroférmio resultou em
reducédo dos propéagulos flngicos viaveis quando comparado ao solo
natural, enquanto a fumigacdo em micro-ondas ndo promoveu a lise das
estruturas fangicas.
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