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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da solarizag@o e da biofumigacdo sobre a comunidade
microbiana do solo, por meio da atividade da enzima beta-glicosidase e do perfil do 16S rDNA, determinado com
PCR-DGGE. A solariza¢@o do solo, com cobertura de pléstico, foi feita por periodos de dois, quatro e seis meses,
e a biofumigacao foi realizada pela incorporacao de 2 e 5% (v/v) de cama-de-frango ao solo. Logo apds a retirada
da cobertura de plastico e aos 30 dias apds a remocao, a atividade da beta-glicosidase foi menor em relacio ao
tratamento ndo solarizado. Aos 60 dias, ndo foram mais observadas diferengas entre os tratamentos. A adi¢ao de
cama-de-frango a 5% estimulou a atividade da beta-glicosidase. O perfil da estrutura da comunidade bacteriana
foi influenciado pelo tempo de solarizacao, independentemente da época da retirada da cobertura de pléstico.
Nao foi observado efeito da adi¢do de cama-de-frango ao solo, no perfil da comunidade. A solarizacdo afeta a
atividade da beta-glicosidase, mas esses efeitos ndo sdo mais detectdveis apds 60 dias da retirada da cobertura de
plastico, diferentemente do que foi observado em relag@o a estrutura da comunidade bacteriana por PCR-DGGE.
A biofumigacio estimula a atividade da beta-glicosidase, mas ndo afeta o perfil da comunidade microbiana.

Termos para indexagdo: beta-glicosidase, cama-de-frango, diversidade microbiana, ecologia microbiana, manejo
do solo, 16S rDNA.

Enzymatic activity and bacterial community profile
in soil under solarization e biofumigation

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effects of solarization and biofumigation on the soil
microbial communities, by means of beta-glucosidase activity and 16S rDNA PCR-DGGE analyses. Solarization
with a plastic covering of the soil took place over two, four and six months, and the soils were biofumigated by
the addition of 2 and 5% (v/v) of chicken litter to the soil. Right after the plastic cover removal and after 30 days,
beta-glucosidase was lower than in the nonsolarizated control. After 60 days, there were no longer significant
differences in beta-glucosidase activity between treatments. The addition of 5% chicken litter stimulated beta-
glucosidase activity. Bacterial community profile was influenced by solarization time, regardless of time of plastic
cover removal. There was no effect of chicken litter amendments over the bacterial community structure. Solarization
affects beta-glucosidase activity but, after 60 days, its effects are no longer detectable, differently of the observed
data regarding soil bacterial community structure by PCR-DGGE. Biofumigation stimulates beta-glicosidase
activity, but it doesn’t affect the bacterial community structure.

Index terms: beta-glucosidase, chicken litter, microbial diversity, microbial ecology, soil management, 16S rDNA.

Introducao 1997; Lazarovits, 2001; Schoenmaker & Ghini, 2001;

Baptista et al., 2007). A solarizag¢do do solo baseia-

A solarizacdo e a biofumigag¢ido do solo sdo  se nautilizagdo da energia solar, para o aquecimento
estratégias de desinfestacdo que ndo utilizam produtos  do solo tmido coberto com polietileno transparente.
quimicos, sdo de uso simples e custo relativamente A biofumigacio € feita pela adicdo ao solo de
baixos (Katan & DeVay, 1991; Souza, 1994; Ghini, = compostos orgadnicos ricos em nitrogénio ou enxofre
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(Katan et al., 1976; Blok, 2000; Schoenmaker &
Ghini, 2001), cuja decomposigdo libera gases toxicos,
o que provoca reducdo de fitopatégenos no solo
(Stapleton, 1996, 2000).

Embora essas préticas tenham apresentado eficiéncia
no controle de fitopatdgenos do solo (Stapleton & DeVay,
1984; Kennedy, 1999), pouco tem sido feito para avaliar
seus efeitos na microbiota nao patogénica. Os resultados
disponiveis da utilizagdo dessas técnicas sobre a
microbiota podem variar em cada caso, de acordo com
o tipo de solo, o patégeno, as culturas utilizadas, o manejo
e o ambiente estudado (Mahmoud, 1996; Shukla et al.,
2000; Barbour et al., 2002). E importante que estudos
sejam realizados com esse enfoque, para melhor
entendimento dos efeitos dessas prdticas sobre a
comunidade microbiana do solo.

As andlises de atividade enzimdtica do solo, assim
como de outros atributos bioldgicos e bioquimicos, t€ém
detectado alteracdes nos solos pelo seu uso, manejo ou
outras influéncias antrépicas, com maior antecedéncia
do que indicadores quimicos e fisicos (Matsuoka et al.,
2003; Chaer & Tétola, 2007). A beta-glicosidase € uma
enzima que atua na etapa final do processo de
decomposi¢do da celulose, pela hidrolisacdo dos residuos
de celobiose (Tabatabai, 1994), e alteracdes em sua
atividade podem ter, portanto, influéncia sobre a
qualidade do solo. Entre os indicadores avaliados no
trabalho de Chaer & Té6tola (2007), a atividade da enzima
beta-glicosidase ficou entre os mais sensiveis ao efeito
do uso ou manejo do solo, em dreas com eucalipto. Assim,
mensuracgdes da atividade da beta-glicosidase, em areas
sob solarizacdo, sdo potencialmente interessantes.

Com o avanco da biologia molecular, tem sido possivel o
desenvolvimento de técnicas que nao requerem o cultivo
de microrganismos, para a caracterizacio da diversidade
taxondmica, funcional e estrutural de comunidades
microbianas (Hugenholtz et al., 1998). Métodos baseados
no perfil de comunidades, como o de DGGE (“‘denaturing
gradient gel electrophoresis” — eletroforese em gel de
gradiente desnaturante) (Muyzer et al., 1998), apresentam
vantagens sobre métodos dependentes de cultivos,
particularmente no que se refere a fracdo dominante das
comunidades (Wakelin et al., 2008), a capacidade em
revelar a dindmica bacteriana em ambientes naturais
(Ferreira et al., 2008) e a possibilidade de se correlacionar
diferencas no perfil da comunidade com atributos fisico-
quimicos e bioldgicos do solo (Smalla et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da
solarizacdo e biofumigacdo sobre a estrutura da
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comunidade bacteriana do solo, por meio da atividade da
enzima beta-glicosidase e do perfil do 16S rDNA, por PCR-
DGGE.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na drea experimental da
Embrapa Hortalicas, em Brasilia, DF, de abril de 2005 a
fevereiro de 2006. Os tratamentos foram dispostos em
seis blocos (5x48 m), com parcelas subdivididas, em drea
total de 30x50 m, naturalmente infestada com a raca 1,
biovar 1, de Ralstonia solanacearum.

Os tratamentos nas parcelas (5x12 m) foram: solo
ndo solarizado e solarizado por dois, quatro e seis meses;
e nas subparcelas (5x4 m): adicdo de cama-de-frango a
0,2 e 5% (v/v). O solo foi preparado com aragdo até
20 cm de profundidade, uso de subsolador e de enxada
rotativa. A biofumigacao foi concomitante a solarizacao.
Ap6s a adicdo da cama-de-frango, foi feita a irrigacao
até a capacidade de campo e, em seguida, as parcelas a
serem solarizadas foram cobertas com folhas de plastico
de polietileno transparente de 75 um de espessura
(Baptistaet al., 2007). Logo ap6s a retirada da cobertura
de plastico, toda a drea foi plantada com tomate de mesa,
hibrido San Vito (Embrapa Hortalicas, 2006).

Para as avaliacdes da atividade da enzima beta-
glicosidase, foram retiradas amostras de solo, na
profundidade de 0—10 cm, em trés momentos diferentes,
logo apds o término do periodo de solarizacdo, 30 e
60 dias depois da retirada dos plasticos. A atividade da
beta-glicosidase foi estimada de acordo com Tabatabai
(1994), por meio da determinagdo colorimétrica do
p-nitrofenol, liberado pela enzima, quando o solo é
incubado com um substrato especifico (p-nitrofenil-beta-
D-glicopironosideo).

Em razdo das limitacdes do nimero de amostras nos
géis de DGGE, para a andlise do perfil do 16S rDNA,
foram avaliadas trés amostras compostas, obtidas a partir
de duas amostras simples de dois blocos, em cada
tratamento. As coletas foram realizadas logo apds a
retirada das coberturas de plastico, e 60 dias depois, em
solo da camada superficial (0—10 cm). A extracdo de
DNA total do solo foi realizada com o kit Ultra Clean
(Mo Bio).

A reacdo de polimerase em cadeia (PCR) foi
dimensionada com volume final de 35 uL, tendo-se
utilizado os iniciadores F968-GC e R1401 (Gelsomino
et al., 1999), a concentraciao de 0,2 uM cada, tampao
de reacdo (10 mM), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (0,3 mM
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cada), albumina bovina (0,5 pg uL-!) e Tag DNA
polimerase (1,75 U). As condicdes de amplificacao
foram: desnaturagdo inicial de 93°C por 5 min, seguida
de 35 ciclos com 1 min a 94°C, 1 min a 55°C e 2 min a
72°C, seguidos de uma extensao final de 72°C por 5 min.

O produto da amplificacdo foi analisado por DGGE,
em gradiente desnaturante de 50 a 70%, com uso do
sistema DCode System. Foram utilizados 15 pL. de DNA
amplificado por linha, corante de corrida (0,5% azul de
bromofenol, 40% sacarose, 0,1 mol L-! de EDTA, 5% de
SDS), na concentragdo final de 1 X. Como marcador
para normaliza¢do dos géis, utilizou-se uma amostra
formada pela mistura da amplificacio do DNA de quatro
microrganismos obtidos da Embrapa Agrobiologia —
Sinorhizobium fredii, Azospirillum brasilense,
Burkholderia sp., Rhizobium tropici 11A —, cujas
posicdes de bandas no gel sdo conhecidas e foram
dispostas nas laterais e na parte central dos géis.

Ap6s a eletroforese (120V; 60°C; 16 horas), o gel foi
corado com prata, secado e digitalizado, e o dendrograma
de similaridade foi gerado pelo programa Gel Compar 11,
tendo-se utilizado o coeficiente de Jaccard e o método
UPGMA, para cada uma das repeticdes, para se manter
a fidelidade das amostras. Ao final, as amostras foram
agrupadas pelo programa NTSYS (Rohlf, 1994), a partir
de uma matriz bindria de auséncia e presencga de bandas,
de acordo com Aboim et al. (2008). Os dados obtidos
da atividade da beta-glicosidase foram submetidos a
andlise de variancia, e a comparagdo de médias foi feita
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Em nenhuma das coletas houve efeito da interacdo
entre a solarizacao e a adicdo de cama-de-frango sobre
a atividade da enzima beta-glicosidase. Logo apds a
retirada da cobertura de plastico, foi observado efeito
negativo da solariza¢do sobre a atividade da beta-
glicosidase (Tabela 1). Apds 30 dias, esse efeito
continuou a ser observado, e o tratamento que
permaneceu sob solarizacdo por seis meses foi o mais
afetado. Ghini et al. (2002) também observaram o efeito
da solarizagdo sobre a atividade enzimadtica do solo: ap6s
trés meses de solarizacdo, a atividade microbiana do
solo, avaliada por meio da hidrélise de diacetato de
fluoresceina (FDA), foi inferior aquela observada no
tratamento sem solarizacdo. Okur et al. (1999)
mostraram que, apds seis semanas de solarizacdo, a
atividade da enzima desidrogenase decresceu 55% em

comparacdo ao solo ndo solarizado. Esses autores
mencionam que, durante a solarizacdo, o aumento da
temperatura do solo pode inativar as enzimas, em
conseqiiéncia da desnaturacdo das proteinas.
Geralmente, o aumento da temperatura do solo,
estimulado pela solariza¢do, também resulta na
diminuicdo da biomassa microbiana (Patricio et al.,
2006; Baptista et al., 2007), o que pode ser refletido
na atividade das enzimas do solo.

Ap6s 60 dias do final da solarizacdo, ndo se
observaram mais diferencas entre o controle nio
solarizado e os demais tratamentos sobre a atividade da
beta-glicosidase (Tabela 1), o que é um indicio de
recuperacdo nas propriedades bioldgicas do solo.
Os dados do presente trabalho corroboram os de Baptista
et al. (2007), acerca da respiracdo basal do solo. Esses
autores observaram que a solarizacdo afetou
negativamente a respiracao basal do solo, logo apds a
retirada da cobertura de pléstico, o que ndo foi observado
mais aos 60 dias.

A adi¢@o de cama-de-frango estimulou a atividade
da beta-glicosidase em todas as coletas (Tabela 1), o
que pode ser explicado pela natureza desta enzima,
relacionada ao ciclo do carbono. Ghini et al. (2002), ao
utilizar lodo de esgoto, cama-de-frango e casca de Pinus,
como fontes de matéria orginica na biofumigacio,
observaram maior atividade microbiana do solo com a
incorporacgdo de cama-de-frango, o que, segundo esses
autores, foi motivado pela estreita relacdo C/N associada

Tabela 1. Efeito dos diferentes periodos de solarizacao e da
adi¢do de cama-de-frango para biofumigacao do solo, sobre a
atividade da enzima beta-glicosidase no solo, imediatamente
e ap6s 30 e 60 dias da retirada da cobertura de pldsticotV.

Tratamento Atividade da beta-glicosidase

(ug p-nitrofenol g solo h™")

Imediatamente 30 dias 60 dias
Solarizagao
Nao solarizado 122,55a 145,05a 98,51
Solarizado (2 meses) 94,12b 117,45b 92,46
Solarizado (4 meses) 92,61b 107,43bc 89,24
Solarizado (6 meses) 90,46b 96,26¢ 91,90
CV (%) 9,57 18,00 8,43
Biofumigagao

Sem cama-de-frango (0%) 95,19b 102,97b 87,57b
Cama-de-frango (a 2%) 104,58a 110,27b 92,83b
Cama-de-frango (a 5%) 100,04ab 136,41a 98,69a
CV (%) 9,57 18,00 8,43

(DMédias seguidas por letras iguais, nas colunas, ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.
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ao alto teor de matéria orgdnica desse material.
A matéria orginica também atua para proteger e manter
as enzimas do solo em suas formas ativas, pela formagao
de complexos enzima-compostos himicos (Deng &
Tabatabai, 1997).

De acordo com o perfil da estrutura da comunidade
bacteriana dominante, obtida por meio da utilizacdo da
técnica de PCR-DGGE, pode-se observar agrupamento
das amostras de acordo com o tempo de solarizacdao
(Figuras 1 e 2). Logo apds a retirada da cobertura de

Tempo de % de cama-
A solarizagdo  de-frango
i ey 6 meses 5%
“ 6 meses 2%
) - 6 meses 0%
T = 2 meses 5%
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I 4 meses 0%
— 4 meses 2%
Il 1
| 5 —_ Naio solarizado 2%
1 I T Nao solarizado 5%
3 Nao solarizado 0%
B
= 8 2 8 2 g B 3 8 %
— 2 meses 2%,
2 meses 5%
4‘ || |||| —%, 6 meses 2%
- . 6 meses 0%
R .__ : 4 meses 2%
[l 4 meses 0%
- il — 4 meses 5%
mw Nao solarizado 0%
Ty ! 6 meses 5%
| | e Nao solarizado 2%
 — [ G i
4 Nao solarizado 5%
C
= 8 &8 s 8§ ® g g &
[ | -y § 6 meses 2%
| T 2 meses 5%
| 11 8 4 meses 2%
| SIS 4 meses %
Tl o 6 meses %
| T 2 meses 2%
| | i W 6 meses 0%
I | it S 2 meses 0%
| TEN =0 4 meses 0%
1 I iy
I Nio solarizado 5%
Nio solarizado 0%
D
6 meses 0%
4 meses 5%
4 meses 2%
4 meses 5%
6 meses 5%
6 meses 2%
2 meses 0%
—] 2 meses 0%
2 meses 0%
| Nao solarizado 2%
1 ——  Nao solarizado 5%
| S Nao solarizado 0%
0,10 0,33 0,55 0,78 1,0

Figura 1. Dendrograma de similaridade do perfil do 16S rDNA PCR-DGGE de solo solarizado por
2,4 e 6 meses ou ndo solarizado; e de solo biofumigado com 2 e 5% de cama-de-frango ou sem
biofumigagdo. Os dendrogramas A, B e C representam as repeti¢des 1, 2 e 3, respectivamente; 0
dendrograma D foi gerado a partir da juncdo das trés repeticdes, analisadas pelo programa
NTSYS. Amostras do solo coletadas logo apds a retirada da cobertura de plastico.
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plastico, as amostras dos tratamentos ndo solarizados
foram agrupadas independentemente dos outros
tratamentos (Figura 1), o que é um indicativo de alteracdo
na estrutura da comunidade bacteriana. Transcorridos

60 dias, as amostras dos tratamentos ndo solarizados
foram agrupadas com tratamentos de quatro e seis meses
de solarizag¢do, mas, ainda assim, foi possivel observar
efeito do tempo de solarizac¢do no solo (Figura 2).

Tempo de % de cama-
A solarizagdo  de-frango
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4 meses 5%
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2 meses 5%
[T 1 ]11] ]3] Nao solarizado 5%
o 1 4 meses 0%
Ll 4meses 2%
6 meses 2%
6 meses 5%
B
- - 4 meses 0%
2 meses 2%
4 meses 2%
6 meses 5%
6 meses 0%
Nao solarizado 5%
Nao solarizado 0%
6 mesess 2%
Naio solarizado 2%
2 meses 0%
2 meses 5%
4 meses 5%
C
. - - 6 meses 5%
| 6 meses 0%
6 meses 2%
4 meses 2%
4 meses 0%
2 meses 2%
| 2 meses 0%
2 meses 5%
Naio solarizado 5%
Nio solarizado 2%
Nao solarizado 0%
4 meses 5%
D 6 meses 5%
’_| 6 meses 2%
| 6 meses 0%
4 meses 5%
4 meses 0%
4 meses 2%
Nao solarizado 0%
Naio solarizado 5%
| Nao solarizado 2%
2 meses 5%
2 meses 0%
2 meses 2%
] T T T 1
0,10 0,33 0,55 0,78 1,0

Figura 2. Dendrograma de similaridade do perfil do 16S rDNA PCR-DGGE de solo solarizado por
2,4 e 6 meses ou ndo solarizado; e de solo biofumigado com 2 e 5% de cama-de-frango ou sem
biofumiga¢d@o. Os dendrogramas A, B e C representam as repeti¢des 1, 2 e 3, respectivamente; o
dendrograma D foi gerado a partir da junc@o das trés repeti¢des, analisadas pelo programa
NTSYS. Amostras do solo coletadas 60 dias ap0s a retirada da cobertura de plastico.
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A alteracao do perfil do 16S rDNA PCR-DGGE pode
ser resultado do efeito direto do tratamento térmico do
solo sobre a comunidade microbiana, como também pode
ser advindo de alteracdes nas propriedades fisico-
quimicas dos habitats ou mesmo de outros fatores
ecoldgicos, tais como competicdo de espécies
bacterianas dominantes, presenca de predadores e
aumento da disponibilidade de nutrientes (Gelsomino &
Cacco, 2006).

Independentemente da época de coleta, ndao foi
observado agrupamento relacionado aos teores de cama-
de-frango aplicada ao solo no processo de biofumigacao,
e ndo houve, portanto, alteracdo do perfil da estrutura
da comunidade bacteriana dominante. Em contraposi¢do
aesses resultados, Tiquia et al. (2002) e Schonfeld et al.
(2003) observaram que a adi¢cdo de matéria organica
apresenta efeito na estrutura dessas comunidades do
solo.

Conclusoes

1. A atividade da enzima beta-glicosidase é afetada
pela solarizacdo, mas esses efeitos ndo sdo mais
detectdveis 60 dias apds a retirada da cobertura de
pléstico.

2. O tempo de solarizacdo interfere no perfil da
estrutura das comunidades bacterianas do solo, avaliado
por PCR-DGGE.

3. A adic@o de cama-de-frango, como agente para a
biofumigagdo, estimula a atividade da beta-glicosidase,
mas ndo apresenta efeito sobre a estrutura da
comunidade bacteriana do solo por PCR-DGGE.
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