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RESUMO

AGUIAR, Naylor Daniel da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2012. Impacto do isotiocianato de alila sobre a comunidade
microbiana e indicadores microbioldgicos do solo. Orientadora: Roséngela
D’Arc de Lima Oliveira. Coorientadores: Onkar Dev Dhingra e Marcos Rogério
Totola.

O uso de produtos quimicos sintéticos ou de origem vegetal no controle de
fitonematdides € de fundamental importancia para viabilizar o uso de areas ja
infestadas com nematoides para a implantacédo de lavouras ou para a formacao
de mudas sadias. A recomendacdo é que a aplicacdo dos referidos produtos
somente seja autorizada apdés se comprovar que eles ndo afetem a
sustentabilidade do ecossistema. E isso requer estudos sobre o impacto do
produto, fumigantes ou ndo, sobre a microbiota do solo. A hip6tese de que a
diversidade da microbiota do solo se restabelece e assegura a homeostase do
solo anterior a aplicacao do isotiocianato de alila (ITCA) foi testada no presente
trabalho. As variaveis para o estudo foram definidas como: solo com trés
texturas, de argilosa a arenosa, doses e tempo de fumigacdo do solo com o
ITCA. O impacto do fumigante ITCA sobre a microbiota, avaliado pela
mensuracdo das atividades microbiana e enzimética e acompanhado por
analises da diversidade genética de fungos, bactérias e nematoides no solo
pelo periodo de um més apos a aplicacédo do isotiocianato de alila, demonstrou
que nas trés texturas estudadas ocorreu reducdo do carbono da biomassa
(CBM) e da atividade da fosfatase acida, e aumento na da fosfatase bésica. A
atividade de B-glicosidase apos a aplicacado do ITCA aumentou (p < 0,05) em
solos de textura arenosa e média e foi reduzida no solo de textura argilosa,
enquanto a nitrificagdo potencial e a respiracdo foram reduzidas (p < 0,05) no
solo de textura arenoso e aumentado no solo de textura argilosa e média. A
comunidade bacteriana do solo néo foi alterada pela aplicacdo do ITCA, como
evidenciado pelo ‘fingerprint’ e indices de diversidade, equitabilidade e riqueza,
porém a de fungos registrou a existéncia de pequeno disturbio. A aplicacdo do
ITCA reduziu a comunidade de nematoides do solo (p < 0,05) e o efeito da
dose e tempo de tratamento resultou em maior reducdo na atividade dos
microrganismos (p < 0,05) quando da fumigacao por 10 dias. Com o tempo de

fumigacdo por 10 dias causou reducdo na atividade das fosfatases, acida e



basica, da B-glicosidase e de carbono da biomassa (p < 0,05), enquanto a
respiracdo basal foi maior na dose de 120 uL de ITCA por quilo de solo, dose
em que a taxa de nitrificagcdo potencial aumentou. O fingerprint e os indices
mostraram que as comunidades bacterianas e fungicas do solo ndo foram
afetadas. No periodo de um més nao ocorreu recuperacdo da atividade de
todas as enzimas no solo de textura média e argilosa. A respiracdo basal dos
microrganismos foi aumentada logo apds a aplicagédo do ITCA e do nematicida,
sendo que nos solos de textura média e argilosa ela voltou a sua condicao
natural aos 14 dias. Aos 28 dias, pequenas variacdes foram observadas no
fingerprint de bactérias e fungos do solo. Ndo houve perda da diversidade de
fungos e bactérias nos solos tratados com ITCA e Terbufés. De maneira geral,
a utilizacdo do ITCA para o controle de nematoide ndo afetou de forma
expressiva a atividade de fungos e bactérias do solo, uma vez que o seu

impacto foi inexpressivo sobre a comunidade microbiana.



ABSTRACT

AGUIAR, Naylor Daniel da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
February, 2012. Microbial community impact by ally Isothiocyanate
application and soil microbiological indicators. Adviser: Rosangela D’Arc de
Lima Oliveira. Co-adviseders: Onkar Dev Dhingra and Marcos Rogério Toétola.

The use of chemicals, synthetic or substance originated from natural plant, to
control nematodes is essential for the infested crop management or for the
production of healthy seedlings. The recommendation is that the application of
these products is only authorized when it is demonstrated that they do not result
in damage to the ecosystem sustainability. Studies about the impact of these
products on the soil microbial community are required. The hypothesis that the
soil microbial diversity is restored and ensures the natural homeostasis of the
soil after allyl isothiocyanate (ITCA) application was tested in this study. The
studied variables were defined as: three different soil textures, clayey to sandy,
doses and timing of soil fumigation with ITCA. The impact of the fumigant ITCA
on the soil microbial, evaluated by the measurement of microbial and enzymatic
activities and through genetic diversity of fungi, bacteria and nematodes
analysis in the soil for one month after the allyl isothiocyanate application,
showed that in the three textures of soil there was a reduction of the microbial
biomass carbon (MBC) and also in the activity of the acid phosphatase enzyme,
and an increase in the basic phosphatase activity. The B-glucosidase activity
after the ITCA (p < 0.05) increased in sandy and medium textured soils, and
was reduced in the clayey soil, while potential nitrification and respiration were
reduced (p < 0.05) in the sandy soil texture and increased in the clayey and
medium soils. The soil bacterial community was not affected by ITCA
application, as evidenced by the fingerprint and diversity, evenness and
richness, but the fungi community exhibited a small disturbance. The ITCA
application reduced the soil nematode community (p < 0.05) and the effect of
the dosage and treatment time resulted in greater reduction in the
microrganisms activity (p < 0.05) when considered the fumigation for 10 days.
Fumigation for 10 days caused a reduction in the activity of phosphatases, acid
and basic, of the B-glucosidase and carbon biomass (p < 0.05), while the basal

respiration was higher at a dosage of 120 mL of ITCA per kilogram of saill,



dosage in which nitrification potential rate increased. The fingerprint and
indexes of diversity and dominance show that the bacterial and fungus
communities in soil were not affected. In one month after ITCA application
there was no total activity recovery of the enzymes in the medium and clayey
soil texture. The microrganisms respiration increased immediately after ITCA
application. Considering that in medium and clayey soils it got back to the
natural condition on the fourteenth day, but it did not occur in sandy soils. At 28
days, small changes were seen in bacteria and fungi fingerprint of the soil.
There was no loss of fungi and bacteria diversity in the soils treated with ITCA.
In general, the use of ITCA for controlling nematodes not affected significantly
the activity of fungi and bacteria in the soil, because the impact on the microbial

community was low.



1. Introducéo geral

Embora nematdides sejam habitantes naturais dos solos, eles séo
prejudiciais a muitas culturas de interesse econémico, as quais podem causar
severos danos, especialmente em plantas que se propagam por mudas. A
busca de medidas que controlem nematdides é um desafio continuo. Isto se
deve ao fato deles passarem parte ou toda a sua vida no ambiente do solo,
onde complexas interacOes fisicas, quimicas e biolégicas ocorrem, e muitas
vezes impedem ou reduzem a eficiéncia de praticas que visem a sua
eliminacao.

Em culturas como o cafeeiro, cuja lavoura é implantada no campo a
partir de mudas formadas em viveiros, esses organismos sao capazes de
prejudicar a formacéo da nova planta e, ainda, usa-la na sua disseminacédo de
uma regido para outra (Boneti, Ferraz et al., 1982; Tronconi, Ferraz et al.,
1986).

Para prevenir a introducédo do patdbgeno em areas indenes, é necessaria
a utilizacdo de mudas sadias, 0 que pode ser conseguido produzindo-as em
solo de barranco ou terrico associado ao tratamento quimico.

Os produtos quimicos mais usados para a fumigacdo de solos ou
substratos para a producdo de mudas sdo o Metam sodio (Sodium
methylaminomethanedithioate), Isotiocianato de metila e Brometo de metila
(Duniway, 2002). O brometo de metila, principal fumigante usado no controle
de nematdides, foi proibido mundialmente no ano de 1998 em razéo do efeito
negativo sobre a camada de ozénio (Unep, 1998). De acordo com o Protocolo
de Montreal, o Brometo de metila deveria ter sua producdo e comercializacéo
encerrada em 2005 nos paises desenvolvidos, mas seu fornecimento sé seria
interrompido em 2015 nos paises em desenvolvimento. O Brasil antecipou a
retirada do brometo de metila do mercado em dezembro de 2006, ficando sua
aplicacao restrita a fins quarentenarios (Mapa, 2005).

Plantas da familia Brassicaceae sao também estudadas quanto ao
potencial de uso para controle de organismos fitopatogénicos. A incorporacao
de partes de brassicas a substratos para cultivo de plantas, visando ao controle

de fitonematdides, ndo é assunto recente (Ellenby, 1945; Mojtahedi, Santo et



al., 1991; Potter, Davies et al., 1998), contudo, a avaliacdo da eficiéncia de
derivados de mostardas (Brassica spp.) para tratamento de substratos no
sistema de producdo de mudas é atual e os resultados tém se mostrado
promissores, uma vez que os niveis de controle de fitopatégenos do solo sédo
considerados adequados (Lima, 2006; Goulart, 2007; Aguiar, 2008; Oliveira,
Dhingra et al., 2011).

O ambiente solo é considerado como complexo em razao da ocorréncia
de interacbes bioldgicas simultédneas, inclusive com a participacdo de
microrganismos benéficos. Estudos preliminares conduzidos nos Laboratérios
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Vigcosa
mostraram que os produtos oriundos da semente (torta) e folhas de Brassica
juncea causam alteragcbes na comunidade microbiana do solo, aumentam a
populacao de bactérias e fungos do solo (Lima, 2006; Schurt, 2006). Todavia, a
natureza das alteracfes ndo foi ainda esclarecida. No presente trabalho foi
testada a hipotese de que a diversidade da microbiota do solo é restabelecida
apos a aplicacdo do isotiocianato de alila (ITCA) e do nematicida, o que
assegura a homeostase do solo a condicéo anterior a aplicacao de produtos de
B. juncea para o controle de fitonematdides. Portanto, objetivou-se avaliar o
impacto da aplicacdo do ITCA sobre a microbiota do solo. Especificamente,
objetivou-se avaliar o efeito: | - do ITCA na comunidade microbiana de solos de
diferentes texturas; Il - dose do ITCA X tempo de fumigacdo aplicado ao
substrato na comunidade microbiana do solo; Ill - da aplicacdo do ITCA na

atividade microbiana do solo ao longo do tempo.

2. Revisao de literatura

2.1. Bréssicas no controle de fitopatégenos

Os pesticidas fumigantes foram usados por muitos anos no controle de
fitopatdogenos presentes no solo. Contudo, face a recente proibicdo do uso do
brometo de metila em 1998 e outros produtos, foram intensificadas as
pesquisas no Brasil sobre alternativas para substituir os fumigantes sintéticos
por compostos bioativos derivados de plantas. Esses compostos ou plantas

que os contenham podem ser utilizados como biopesticidas, pulverizados ou



incorporados ao substrato de crescimento de plantas (Akhtar e Alam, 1993).
Com a decomposicdo do material organico incorporado pode haver estimulo a
atividade microbiana, inclusive favorecimento de antagonistas a nematoéides
(Bridge, 1996), e liberacdo de substancias volateis que atuam sobre patdégenos
presentes no substrato, processo esse denominado biofumigacdo (Unep,
1998). Diversas plantas sdo conhecidas por apresentarem substancias com
efeito nematicida e, ou nematostatico (Ferraz e Freitas, 2004), dentre essas as
da familia Brassicaceae, em razao de seu potencial para controle de fungos,
bactérias e nematoides de solo (Drobnica, Zemanova et al., 1967; Brown e
Morra, 1997; Chen, Han et al., 2002; Dayan, Cantrell et al., 2009; Vig, Rampal
et al., 2009). Algumas plantas dessa familia produzem um grupo de metabdlitos
secundarios, denominados glicosinolatos (Mojtahedi, Santo et al., 1993; Potter,
Davies et al., 1998), que se constitui de um grupo de B-D tioglucosideos que
contém enxofre em sua cadeia e que se distinguem entre si pela diferenca em
sua cadeia lateral organica (grupo R). Com base nestas diferencas, 0s
glicosinolatos sao agrupados em alifaticos, arométicos e na forma indol
(Zasada e Ferris, 2003). Sdo armazenados nos vacuolos das células e
encontrados em todos os tecidos da planta (Kirkegaard e Sarwar, 1998; Vig,
Rampal et al., 2009). Quando o tecido € rompido, glicosinolatos entram em
contato com a mirosinase (tioglucosideo glucohidrolase, EC 3.2.3.1),
armazenada em compartimento distinto nas células, e resulta em processo de
hidrolise e formacdo de nitrilas, epitionitrilas, tiocianatos e/ou isotiocianatos
(Zasada e Ferris, 2003). A Figura 1 ilustra a conversdo do glicosinolato em

isotiocianato.

HO. -
H,O ucose HSO4
OH \_ 7 R——S° :
R—c-—S OH Myrosinase II\lIOSO{ Sl e
i _ HO :
NOSO;3
Glucosinolate Isothiocyanate

Figura 1 — Conversédo de glicosinolato a isotiocianato pela enzima mirosinase.
Fonte Zhang (2004).



Isotiocianatos (ITCs) sdo compostos volateis e 0s mais toxicos
subprodutos da hidrélise dos glicosinolatos (Brown e Morra, 1996; Smolinska,
Morra et al., 1997). Ja foram identificados mais de 20 diferentes ITCs (Figura
2), dentre outros aleloquimicos potenciais oriundos de Brassica napus,
Brassica hirta, Brassica campestris, Brassica juncea, Brassica nigra, dentre
outras Zhang (2004).

@N:c:s PITC
@CHz—N:C:S BITC
@—Cﬂz—(‘,Hg—N:C:S PEITC

@CHg—CHz—Cﬁz—CHQ—N:CZS PBITC
@CHZ—CHZ—CHZ—CHQ—CHZ—CHZ—N:C:S PHITC
CH, =CH—CH,—N=C=S AITC
H3C—S—CH,—CH; —CH,—CH;—N=C=S Erucin
H3;C —S —CH—CH—CH;—CH,—N=C=8 Dehydroerucin
0
H3C—S—CH;—CH,—CH, —N=C=S8 Iberin
0
H3C—S—CIH>—CIH>—CIH>,—CI,—N=C=S Sulforaphane

Figura 2 — Exemplos de isotiocianatos (ITC) formados pela hidrélise de
glicosinolatos: PITC (Phenyl ITC), BITC (Benzyl ITC), PEITC (Phenethyl ITC),
PBITC (4-Phenylbutyl ITC), PHITC (6-Phenylhexyl ITC), AITC (Allyl ITC),
Erucin, Dehydroerucin, Iberin e Sulforaphane. Fonte: Zhang (2004).

A incorporacdo de material vegetal oriundo de Brassica oleracea e
outras brassicas ao solo séo reportadas na literatura reducdo da populacéao de
varios fitonematdides (Mojtahedi, Santo et al., 1993; Potter, Davies et al.,
1998), com a dose de 5,2 Kg de repolho picado por um m? de solo resultou na
reducéo de 54% de Nacobbus aberrans na cultura do tomate (Franco-Navarro,
Del Prado-Vera et al., 2002).



A literatura registra resultados satisfatorios no controle dos fungos de
solo Fusarium oxysporum (Smolinska, Morra et al., 2003), Rhizoctonia solani e
Pythium spp. (Chung, Huang et al., 2002; Cohen, M.F., Yamasaki, H. et al.,
2005), de bactérias (Charron, Sams et al., 2002) e também no controle da

germinacao de sementes de plantas invasoras (Brown e Morra, 1996).

No Brasil, a B. juncea é estudada visando ao controle de fitonematdéides,
fungos e insetos desde 2004 (Dhingra, Costa et al., 2004). Em gréos
armazenados, a aplicacao de 6leo essencial oriundo da Brassica rapa resultou
em controle de Sitophilus zeamais (Campos, Faroni et al., 2004; Costa, Sousa
et al., 2006). Efeito nematicida foi verificado na mortalidade de juvenis de
Heterodera glycines, M. incognita, M. mayaguensis, M. javanica (Oliveira,
Dhingra et al., 2011) e M. exigua (Goulart, 2007) pelo uso de farinhas de folhas

e sementes, de tortas e ainda do 6leo essencial da mostarda (OEM).

Isotiocianatos obtidos na inddstria quimica foram amplamente estudados
para o controle de fitopatégenos, a exemplo do efeito de diferentes ITCs sobre
Tylenchulus semipenetrans e M. javanica. Os autores concluiram que benzil (2-
feniletil) e alil (2-propanil) isotiocianato foram o0s mais promissores para o
manejo desses nematoides parasitas de plantas (Zasada e Ferris, 2003). A
dose de 0,1 uL/mL de 2-feniletil-isotiocianato resultou em controle de
Pratylenchus neglectus (Potter, Davies et al., 1998) e Globodera rostochiensis
(Buskov, Serra et al., 2002).

2.2. Modo de acao dos isotiocianatos

Na célula, o mecanismo de acdo do isotiocianato inclui fendmenos como
o de inibir o transporte de eletrons através da cadeia de transporte de eletrons,
o da inativacdo de proteinas p66 e, ainda, ativacdo da cascata de sinais para
inducdo da apoptose da célula (Figura 3). Estas vias sdo demostradas em
mamiferos, mas em procariotos foi constatada apenas a reducdo da producdo
de ATP, entretanto, as vias de apoptose em procariotos sdo semelhantes ao do

eucariotos (Grassme, Jendrossek et al., 2001).



Figura 3 — Mecanismos de acao do isotiocianato na célula. Fonte Jacob, Jamier
et al. (2011).

Conhecem-se varios eventos desencadeados pelos isotiocianatos (ITC-
alil, ITC-benzil, ITC-B fenelitil e sulforafano) ao interagir com os diferentes sitios
dentro da célula, o que vai definir algumas das rotas do seu mecanismo de
acdo (Figura 5). Os isotiocianatos em contato com as células dos micro-
organismos penetram passivamente para seu interior (Zhang, 2004). Os
isotiociantos tém afinidades por regifes thiol, amino e hidroxil das proteinas
(Figura 4). A ligagdo do composto nestas regides pode ocorrer por inativagdo
ou ativacdo, dependendo da proteina (Thornalley, 2002). Na membrana
plasmatica encontram-se proteinas receptoras com dois ligantes associados, o
FADD e caspase-8, que com a tiocarbamoilagdo das proteinas receptoras sao
liberados no citosol. Dependendo da concentragdo destes ligantes eles serdo
sinalizadores para a ativacdo de genes de defesa ou morte celular (Satyan,

Swamy et al., 2006). O terceiro passo apés a entrada do isotiocianato na célula
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Figura 4 — Reacfes do isotiocianato com as regides das proteinas. Fonte
Thornalley (2002).

€ a ativacao de duas vias para apoptose. A primeira € a ativacdo da cascata de
sinal pelas proteinas MEKK1/SEK1/JNK1. A segunda via é a da ativacdo da
caspase-8 pela proteina receptora da membrana tiocarbamoizada (Thornalley,
2002). A proteina caspase-8 ativa a proteina caspase-3. A proteina caspase-9
sofre clivagem citosélica, produzindo a proteina BID, p15, p13 e pl11. Ativacao
da via JNKs (c-Jun NH.-terminal protein Kinases), estimulando a expressao do
ligante Fas, potencializa a expressédo de genes ligados a apoptose. Na ultima
etapa, a proteina pl15 se liga a Bcl-x. e a Bc.-2 e ocorre a fosforilagdo pela
JNK1 e caspase-3, inativando o complexo Il da mitocontria. O complexo 1l faz
parte da cadeia transportadora de elétrons e com a interrupcdo ocorre a
formacdo de espécies reativas de oxigénio, e reducdo de 50% da sintese de
ATP pela célula (Miyoshi, Watanabe et al., 2008). As espécies reativas de
oxigénio oxidam lipideos, proteinas e &cidos nucléicos e provocam o

extravasamento do citosol e a morte da célula.
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Figura 5 — Rotas do mecanismo de acdo do isotiocianato na célula. 1- Entrada
do isotiocianato na célula por difusdo passiva. 2- Tiocarbamoilacdo de
proteinas receptoras na membrana plasmatica. 3- Ativacdo da cascata de sinal
(MEKK1 e caspase-8) pela proteina receptora da membrana tiocarbamoizada.
4- Ativacdo da caspase-3 pela caspase-8 e clivagem citosélica em proteina
BID. Ativacado da via JNK (c-Jun N-terminal kinase), estimulando a expressao
do ligante Fas, potencializando a apoptose. 5- Fosforilacdo das proteinas p15 e
Bcl-X. pela JNK1. Fonte Thornalley (2002).

Outro mecanismo de ac&do do isotiocianato € a inativacdo da proteina
p66. Essa proteina é sinalizadora para expressdo de genes de destoxificacao
de espécies reativas de oxigénio (Pellegrini, Pacini et al., 2005). Com a
inativacao dessa proteina os genes que produzem catalases e peroxidades ndo
Serdo expressos e 0 micro-organismo nao sera capaz de evitar o efeito das

espécies reativas de oxigénio produzidas pela mitocondria ou pela apoptose.

O mecanismo de defesa da célula contra o isotiocianato envolve a
glutationa S-transferase (Vanhaelen, Haubruge et al., 2001). Esta enzima esta
localizada no citosol da célula e quando da penetracao do isotiocianato ocorre

uma ligacdo entre a glutationa e o isotiocianato, inativando o composto, e



transporte para o exterior da célula pela proteina trans-membrana
ATPases/MRP (Figura 6). A enzima glutationa € composta pelos aminoacidos:
acido glutamico (Glu), cisteina (Cys) e glicina (Gly) e a cisteina tem radical SH
(tiol) onde ocorrera a ligacao com o isotiocianato (Figura 7).

3. Degradation.l
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Figura 6 — Mecanismo de destoxificacdo do isotiocianato, pela glutationa S-
transferase. Fonte Keum, Jeong et al. (2004)
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Figura 7 — Esquema da reacao do isotiocianato com o radical tiol da glutationa
S-transferase. Fonte Keum, Jeong et al. (2004).



ApdOs o transporte ativo para o exterior da célula a ligacdo entre a
glutationa S-transferase e o isotiocianato € quebrada. No meio extracelular o

composto € degradado ou dissipado por meio da volatilizag&o.

A glutationa S-transferase é produzida continuamente na célula, sendo
responsavel pela destoxificacdo de outros xenobidticos. Outras formas desta
enzima sao responsaveis pela manutencdo da concentracdo de espécies
reativas de oxigénio (Oakley, 2005). Embora esta enzima seja encontrada
principalmente em animais, foram encontrados genes homologos a ela em
fungos e bactérias resistentes ao isotiocianato (Wiktelius e Stenberg, 2007,
Rahmanpour, Backhouse et al., 2009; Hasegawa, Miwa et al., 2010; Fan,
Crooks et al.,, 2011). A exposicdo ao isotiocianato do patdégeno Alternaria
brassicicola contendo o gene AbGstl resultou na expressdo deste gene e
consequente producdo de uma enzima homologa a glutationa s-transferase
(Sellam, Poupard et al., 2006). A expressdo da glutationa S-transferase nas
células é aumentada quando a mesma estd em contato com o isotiocianato,
ocorrendo o pico da concentracdo apés cinco horas de exposicdo da célula ao

composto (Hasegawa, Miwa et al., 2010).

2.3. Osolo

O solo é um corpo natural, dindmico e vivo que desempenha diversas
funcdes chaves nos ecossistemas terrestres (Jordan, Kremer et al., 1995). Os
referidos autores definiram “qualidade do solo” como a capacidade do mesmo
funcionar dentro de um ecossistema de maneira a sustentar a produtividade
biolégica, manter a qualidade ambiental e promover a saude vegetal e animal.

As avaliagbes dos atributos bioldgicos, tais como a atividade das
enzimas do solo, a taxa de respiragao, a diversidade e a biomassa microbianas
se ajustam a critérios de indicadores de qualidade do solo, como sensibilidade,
acuracia, facil mensuracao e indicadores universais no tempo e espaco. Isto se
deve, principalmente, a sua capacidade de responder rapidamente a influéncia
conjunta de todos os fatores presentes no solo (Kennedy e Papendick, 1995).

10



2.4. Indicadores da qualidade do solo

A qualidade preconiza o entendimento do solo como um todo, e enfatiza
a necessidade de avaliagcbes quimicas, fisicas e biolégicas para que sejam
possiveis inferéncias sobre sua sustentabilidade. Até recentemente, a maioria
das avaliacdes tratava apenas de propriedades quimicas, como conteudo total
de carbono organico e suas fracfes, conteddo de nitrogénio, ou entdo de
atributos fisicos, como agregacao (Hill, Mitkowski et al., 2000) e parametros

relacionados a dinamica da agua no solo (Dexter, 2004).

2.5. Indicadores Microbiolégicos do solo
2.5.1. Biomassa microbiana do solo

Muitas sdo as metodologias empregadas para se determinar a biomassa
microbiana,sendo as principais a de fumigagéo-incubacao (Jenkinson e Ladd,
1981) e fumigacao-extracdo (Vance, Brookes et al., 1987). Elas se baseiam na
fumigacéo do solo com cloroférmio para matar todas as populacdes de micro-
organismos. A diferenca entre elas € a de que na fumigacao-incubacdo o
carbono é determinado em fungcdo do CO, liberado durante um periodo de
incubacdo do solo, sendo resultado da respiracdo decorrente do crescimento
de organismos que usam 0s organismos mortos na fumigacdo como substrato
para o crescimento. Na incubacdo-extracdo o carbono € determinado apos a
extracdo com K,SO,, oxidagdo e digestdo quimica, seguida de titulacao.

Segundo Smith e Paul (1990), a biomassa € um importante reservatorio
de nutrientes no solo e é reciclada com rapidez. Em determinadas situacoes,
como em regides de clima tropical, assume um papel importante como fonte de
nutrientes facilmente disponiveis para 0s micro-organismos do solo e plantas,
uma vez que corresponde a aproximadamente 4% da matéria orgéanica total do
solo (Feigl, Sparling et al., 1995), enquanto os valores em solos de clima
temperado situam-se ao redor de 2% da matéria organica. Embora represente
uma pequena parte do carbono organico do solo, a BM é um indicador sensivel

de mudancas nesse ecossistema, principalmente por causas antropogénicas.
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2.5.2. Respiragdo microbiana do solo

A respiracdo microbiana € uma das variaveis mais antigas para
quantificar a atividade de oxidacdo da matéria organica do solo por organismos
aerbbios. Ela pode ser mensurada no campo, sob condicBes naturais, ou em
laboratério. A determinacdo da respiracdo microbiana no laboratorio pode ser
feita por meio da medida do O, consumido ou do CO; liberado do solo. A mais
utiizada € pela determinacdo do CO, liberado por método titulométricos
(quando capturado por NaOH ou KOH), ou ainda por cromatografia gasosa,
espectroscopia de infravermelho ou pelo uso de *C.

A respiragdo microbiana reflete a atividade dos micro-organismos do
solo que promovem a decomposicdo de residuos organicos e, por isso é
utilizada para indicar a qualidade do solo. Contudo, a interpretacdo de seus
valores deve ser realizada com cautela, pois uma alta taxa de respiracao pode
ser uma caracteristica desejavel, considerando-se que ela € um sinal de rapida
decomposicdo de residuos organicos, tornando nutrientes disponiveis para as
plantas. Entretanto, a decomposicdo da matéria organica estavel &
desfavoravel para muitos processos quimicos e fisicos do solo como, a
agregacdo, a capacidade de troca de céations e outros associados a estes,

como a capacidade de retencao de agua (Totola e Chaer, 2002).

2.5.3. Enzimas do solo

As enzimas tém participacdo essencial nos processos relacionados a
qualidade do solo, pois é por meio delas que 0s micro-organismos do solo
degradam moléculas organicas complexas, tornando-as moléculas simples
accessiveis aos micro-organismos, como fonte de energia e nutrientes. As
enzimas estdo presentes em baixas concentracdes no solo e a quantificacédo
destas é feita de maneira indireta, pela determinacdo de suas atividades, e ndo
pela sua quantidade. Geralmente, a atividade € determinada em reacdo com
uso de substrato especifico a enzima a ser avaliada, em condicbes
padronizadas de pH e temperatura (Caldwell, 2005).

A escolha das enzimas a serem analisadas para se avaliar a qualidade
do solo é feita com base em sua sensibilidade ao processo de manejo do solo,
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a decomposicdo da matéria organica e operacionalidade da andlise. As
enzimas mais comumente analisadas sédo as hidrolases ligadas aos ciclos dos
principais elementos do solo como C, N, P e S.

As glicosidases podem ser encontradas em plantas, animais e micro-
organismos e catalisam reacdes de hidrdlise de maltose e celobiose, cujos
produtos sédo importantes fontes de energia para os micro-organismos do solo
(Caldwell, 2005).

As fosfatases sdo de fundamental importancia na mineralizacdo dee
compostos organicos fosfatadose, consequentemente, na ciclagem de fosforo
no ambiente. Elas estdo amplamente distribuidas do solo e tém sido muito
estudadas porque catalisam a hidrélise de fésforo organico a fosforo
inorgéanico, disponibilizando-o para as plantas. De acordo com seu pH 6timo de
acdo podem ser classificadas como acidas (pH 6,5) ou alcalinas (pH 11)
(Caldwell, 2005).

A atividade enzimatica pode ser influenciada por propriedades do solo
como umidade e contetudo de carbono organico (Jordan, Kremer et al., 1995;
Bergstrom, Monreal et al., 1998), pela dindmica da agua e distribuicdo da
biomassa radicular no solo (Amador, Glucksman et al., 1997), e por praticas de
manejo (Caldwell, 2005).

2.5.4. Diversidade microbiana

A diversidade microbiana do solo comecou a ser revelada, de fato, com o
uso de métodos de biologia molecular a partir do uso da analise da taxa de
reassociacdo do DNA em amostras de solo (Torsvik, Goksoyr et al., 1990).
Esse método propiciou a descoberta de uma diversidade muito maior, cerca de
4.000 genomas diferentes, do que a avaliada com as tradicionais técnicas de
cultivo. Também a técnica da eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE), inicialmente empregada na medicina (Nakatsu, 2007), possibilitou a
andlise de populagbes microbianas complexas em estudos de ecologia
microbiana (Muyzer, Dewaal et al., 1993).

A quantidade de células procariéticas é estimada em 4 a 6 x 10 e a
biomassa em 350 a 550 x 10° ton de C, 85 a 130 x 10° ton de N e 9 a 14 x 10°
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ton de P no planeta terra (Whitman, Coleman et al., 1998). O teor de C nos
procariotos € equivalente a 60 a 100% do carbono total estimado para os
vegetais. As quantidades de N e P superam as dos demais organismos e
constituem assim os maiores reservatorios desses elementos em organismos
vivos. Os referidos autores mostraram que o0s principais habitats dos
procariotos sdo as aguas dos oceanos (1,2 x 10%° células), o solo (2,6 x 10%°
células), a subsuperficie marinha abaixo de 10 cm (3,5 x 10°° células), e a
subsuperficie terrestre, abaixo de 8 metros de profundidade (0,25 a 2,5 x 10%
células), ou seja, o principal habitat dos procariotos € a subsuperficie. Estudos
anteriores ja sugeriam que a biomassa da subsuperficie € suportada pela
matéria organica proveniente da superficie (Wellsbury, Goodman et al., 1997),
0s processos litoautotroficos complementam o aporte de energia nesses
ecossistemas. Contudo, o solo é o maior reservatério de carbono orgéanico do
planeta e sua microbiota essencial para transformar a matéria organica e
liberar nutrientes para as cadeias tréficas (Sylvia, Fuhrmann et al., 2005).

A técnica de DGGE em 1999 possibilitou determinar a estrutura das
comunidades bacterianas em 16 tipos de solo em diferentes regides,
mostrando que solos com caracteristicas similares congregam comunidades
bacterianas também similares, uma indicacdo de que o tipo de solo é decisivo
na organizagdo das comunidades microbianas (Gelsomino, Keijzer-Wolters et
al., 1999).

2.6. Alteragbes na comunidade microbiana no solo

Comumente o solo apresenta alta diversidade microbiana, mas,
alteracdes antrépicas como o uso de pesticidas e outros produtos causam
distarbios negativos nesta comunidade (Ibekwe, 2004). O uso de pesticidas
para o controle de fitopatdgenos ndo afeta somente os patdgenos, que Sao 0s
micro-organismos alvo. O brometo de metila quando ainda era usado para
controle de nematédides, fungos e bactérias reduzia a abundancia de
microrganismos no solo (Klose, Acosta-Martinez et al., 2006). Ja se sabe que

populacdes de fungos e bactérias Gram negativas sdo as mais afetadas
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(Ibekwe, Papiernik et al., 2001; Hoshino e Matsumoto, 2007; Yamamoto, Ultra
et al., 2008).

A aplicacdo de metamidofés na dose de 23,8 mg Kg' de solo causa
reducdo na biomassa microbiana correspondente a 50% da originalmente
existente (Wang, Liu et al.,, 2008). Essa reducdo ocorreu principalmente na
comunidade de fungos, pois as populacdes de bactérias ndo foram afetadas.
Apesar desta alteragéo no perfil da comunidade microbiana, a respiragdo nao
foi afetada, entretanto, a riqueza e a diversidade do solo sofreram com estas
alteracoes.

Essas alteracbes no perfil da comunidade microbiana do solo séo
dependentes do tipo de produto fumigante aplicado e da textura do solo. Assim,
autores registram incremento na biomassa microbiana de 21% com o uso de
brometo de metila + cloropicrina e de 35% quando do uso de brometo de
propargil, e ainda auséncia de alteracdo na biomassa com o uso de 1,3-
diclopropano + cloropicrina (Klose e Ajwa, 2004). Estes tratamentos foram
realizados em solos argilosos e avaliados apdés uma semana da aplicacdo. Em
solos de textura média, a aplicacdo de qualquer dos produtos resultou na
reducdo de 30% da biomassa microbiana (Klose e Ajwa, 2004; Stromberger,
Klose et al., 2005), e volta & condicdo natural do solo em 30 semanas apos a
aplicacao dos produtos (Stromberger, Klose et al., 2005).

Em solos tratados com brometo de metila + cloropicrina, brometo de
propargil, 1,3-diclopropano + cloropicrina e iodometano, houve reducao de 30%
na taxa de respiragdo, independente da textura dos mesmos. Estes solos
restabeleceram a taxa de respiracdo normal apdés 15 semanas de aplicacdo
(Klose e Ajwa, 2004; Stromberger, Klose et al., 2005). J& com o produto metam
sédio, a reducéo foi de 98% apds a aplicacdo (Macalady, Fuller et al., 1998).

A utilizacdo de cloropicrina diminuiu a populacdo de bactérias Gram
negativas apés 8 dias da aplicacdo (Yamamoto, Ultra et al., 2008). Aplicacdo
de metam sédio ao solo gerou aumento no perfil de acido graxos de bactérias
Gram positivas e actinomicetes e reducdo na populacdo bactérias Gram
negativas (Macalady, Fuller et al., 1998). A aplicacdo de metamidofés na dose

de 23,8 mg kg™ de solo causou reducdo de 80% na populacdo de fungos
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cultivaveis e ndo alterou o nimero de colénias bacterianas, porém o indice de
Shannon foi reduzido (Wang, Liu et al. (2008).

Enzimas secretadas pelos micro-organismos sdo importantes para a
ciclagem de nutrientes e outras fungbes, a exemplo de desidrogenases. A
aplicacdo de brometo de metila afeta a atividade desta classe de enzimas
usadas como indicador da atividade metabdlica de micro-organismos com
reducdo de 70% apos a aplicacdo de brometo de metila (Ibekwe, 2004). Esta
atividade de enzimas pode ser restabelecida até a trigésima semana apos
aplicacdo do fumigante, e também a respiracdo e biomassa microbiana
(Stromberger, Klose et al., 2005).

Outros fumigantes como cloropicrina, 1,3-dicloropropano, iodometano e
metil-isitiocianato, causam reducao na atividade das desidrogenases, fosfatase
acida, arilsulfatase e B-glicosidase, porém, comparativamente a atividade
destas enzimas foram maiores na primeira semana apos a aplicacdo do
brometo de metila (Klose e Ajwa, 2004; Klose, Acosta-Martinez et al., 2006). No
caso do uso de substancias originadas de plantas para o controle de
fitopatdgenos, assume-se que elas também provoquem alteracdes na atividade
de enzimas presentes no solo, contudo, estas interferéncias sdo menores
guando comparadas com aquelas de produtos fumigantes (Gopal, Gupta et al.,
2007; Spyrou, Karpouzas et al., 2009).

Algumas informacdes sobre alteracbes na comunidade microbiana
proporcionada pela incorporacdo de plantas de Brassica spp. ao solo ja sdo
conhecidas. Rhizoctonia solani, um patégeno de solo tem a sua populagédo
reduzida pela acéo dos isotiocianatos de brassicas e pelo incremento de micro-
organismos antagonistas presentes no solo (Cohen, M. F., Yamasaki, H. et al.,
2005). Antagonistas residentes naturalmente no solo, como Streptomyces spp.
e Pseudomonas spp., apresentaram incrementos em sua populacdo apos a
incorporagdo de Brassica napus (Cohen, M. F., Yamasaki, H. et al., 2005;
Brown e Morra, 2009).

A diversidade de bactérias e fungos do solo é menos afetada quando o
solo é tratado com produtos naturais oriundos de Azadirachta indica, Melia
azedarach e Quillaja saponaria, em comparacdo com produtos sintéticos
(Gopal, Gupta et al., 2007; Spyrou, Karpouzas et al., 2009).
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O retardamento do processo de desnitrificacdo, em razdo do aumento de
micro-organismos nitrificantes, aumenta a disponibilidade de nitrato para a
planta e reduz a perda de nitrogénio por volatilizacdo para a atmosfera
(AmLinger, Gotz et al.,, 2003; Brown e Morra, 2009). O sinergismo dos
isotiocianatos 2-propenyl-ITC e dimethyl-sulphide Também retardam a
ocorréncia do processo de desnitrificacdo (Bending e Lincoln, 2000), em virtude
da capacidade desses ITC'’s se ligarem as proteinas, alterando suas estruturas
e funcionalidades.
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Capitulo 1 - Alteracdo da comunidade microbiana em trés texturas
diferentes pela aplicacdo do isotiocianato de alila.

1. Introducéao

O solo é um corpo natural, dindmico e vivo que desempenha diversas
funcbes chaves nos ecossistemas terrestres (Jordan, Kremer et al., 1995). E,
portanto, um dos componentes essenciais para a vida e a saude da
humanidade e de toda a vida no planeta. A diversidade de microrganismos no
solo é influenciada principalmente pela quantidade de &agua e nutrientes
presentes. Em solos com baixo teor de argila (solos arenosos), a capacidade
de retencdo de agua é inferior a dos solos ricos em argila. Essa diferenga na
capacidade da retencdo de agua influencia a comunidade microbiana do solo, e
solos com maior teor de argila apresentam maior diversidade de
microorganismos (Reeve, Schadt et al., 2010; Chau, Bagtzoglou et al., 2011).
N&o existem no solo apenas microrganismos benéficos, pois sao encontrados
também patégenos de plantas, os quais interferem negativamente na
agricultura. Para minimizar ou evitar os danos e as perdas que os fitopatégenos
causam € comum recorrer-se ao seu controle por meio de varias medidas de
manejo, inclusive o uso de agrotoxicos. Esses produtos controlam o patégeno,
mas também interferem na comunidade microbiana benéfica (Klose e Ajwa,
2004; Collins, Alva et al., 2006; Niemi, Heiskanen et al., 2009; Munoz-Leoz,
Ruiz-Romera et al., 2011). Dentre os defensivos mais usados e eficientes para
o controle de patdgenos em sementeiras, viveiros e em cultivos protegidos
estdo os fumigantes como o Metam sddico, Isotiocianato de metila e Brometo
de metila (Duniway, 2002). Esses compostos S840 em sua maioria muito téxicos
para animais e microrganismos. O brometo de metila, um dos fumigantes mais
usados, teve a sua comercializagdo proibida em quase todo o mundo (Sinha,
Agnihotri et al., 1979; Unep, 1998; Omirou, Rousidou et al., 2011), o que esta

ocasionando a busca de compostos alternativos.

Diversas plantas sdo conhecidas por apresentarem substancias com
efeito nematicida e, ou, nematostético (Ferraz e Freitas, 2004). Dentre essas,

merecem destaque as plantas da familia Brassicaceae, em razdo das
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potencialidades de seu uso no controle de fungos, bactérias e nematoides
habitantes de solo (Drobnica, Zemanova et al.,, 1967; Brown e Morra, 1997,
Chen, Han et al., 2002; Dayan, Cantrell et al., 2009; Vig, Rampal et al., 2009).
A incorporacdo de partes de brassicas ao substrato de cultivo visando ao
controle de fitonematoides ndo € assunto recente (Ellenby, 1945) e pesquisas
sobre seus principios ativos ainda continuam a atrair a atencdo de estudiosos
(Mojtahedi, Santo et al., 1993; Potter, Davies et al., 1998; Potter, Vanstone et
al., 2000; Oliveira, Dhingra et al., 2011). Entretanto, estudos sobre o efeito das
brassicaceas sobre a comunidade microbiana do solo apenas comecaram, e
partes ou plantas inteiras de brassicas incorporadas ao solo sdo o alvo de tais
estudos (Cohen, M. F., Yamasaki, H. et al., 2005; Henderson, Riga et al.,
2009a; Mazzola e Zhao, 2010; Omirou, Rousidou et al., 2011; Wang, Hu et al.,
2012). A acao do isotiocianato de alila (ITCA), que é o principal produto do
metabolismo secundario das brassicas, ndo foi ainda explorada. Subprodutos
da mostarda (Brassica juncea) e o ITCA sao pesquisados no laboratério de
Nematologia/DFP/UFV pela sua atividade nematicida (Lima, 2006; Goulart,
2007; Aguiar, 2008; Castro, 2010)e acredita-se que a ressiliéncia do solo

tratado com ITCA pode ser conseguida em curto periodo apés a sua aplicacao.

Nesse trabalho, buscou-se verificar a influéncia do Isotiocianato de alila

na recomposi¢cédo da comunidade microbiana em solos com diferentes texturas.

2. Material e métodos

Quinhentos gramas de solo de trés texturas (tabela 1) foram tratados com
ITCA nas doses de 0 e 100 pL.Kg™ de solo. Essas amostras foram colocadas
em sacos plasticos vedados, em temperatura controlada de 26 °C, por cinco
dias. Ent&o, os sacos foram abertos e divididos em cinco subamostras de 100
gramas, para a realizacdo das analises microbiologicas. O experimento foi

montado em blocos casualizados, com trés repeticdes.
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Tabela 1 — Analise fisica e classe textural dos solos utilizados no estudo da

acao do Isotiocianato de alila (ITCA) na comunidade microbiana.

Areia Grossa

Classe Textural

Areia Fina Silte Argila

Franco-Arenosa*
Franco-Argila-Arenosa**

Argila***

dag/Kg

43 6 18
33 3 29
14 14 47

* Coletado no municipio de Monte Alto/SP (S 21°19’ 14”, H 48°26’ 74™);
** Coletado no municipio de Monte Alto/SP (S 21°19’ 73", H 48°27’ 21™);
*** Coletado no municipio de Vigosa/MG (S 20°47’ 39”, H 42°50’ 01”).

Tabela 2 — Analise quimica dos solos utilizados no estudo da acdo do

Isotiocianato de alila (ITCA) na comunidade microbiana.

Textura Solo pH

ca’’

Mg AI** H+Al P-rem

Franco-Arenosa

Franco-Argilo-Arenosa 5,6 2,6

Argila 7,1 195 128

56 84 45

0,83
1,31

8,58

0,38 0 3,6 36,1
0,52 0 2,7 26,5

0,91 0 1,3 36,1

pH em agua, KCl e CaCl, - Relagéo 1:2,5; P — K — Extrator Mehlich 1; Ca — Mg
— Al — Extrator KCL 1 mol L?, pH 7,0; H + Al — Extrator Acetato de célcio 0,5
mol L™, pH 7,0; P-rem = Fésforo Remanescente

2.1. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As andlises dos indicadores microbiolégicos foram conduzidas no

Laboratério de Analises Microbiolégicas do Solo — LAMISOL, Departamento de

Microbiologia — DMB, da Universidade Federal de Vigosa.
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2.2. Carbono da biomassa microbiana (CBM)

O carbono da biomassa microbiana foi extraido pelo método da
fumigacdo e extracdo (Vance, Brookes et al.,, 1987). Na segunda etapa, o
carbono foi determinado por reacdo com permanganato de potassio (Bartlett e
Ross, 1988). Foram pesadas duas aliquotas de 10 g de solo umido de cada
repeticdo dos tratamentos em dois tubos de centrifuga de 50 mL para as
amostras que foram fumigadas e as ndo fumigadas. Os tubos destinados a
fumigacdo foram colocados em dessecador acoplado a bomba de vacuo, com
os fundos forrados com toalhas de papel umedecidas e juntamente com as
amostras de solo foram colocados um frasco contendo pérolas de vidro e 25
mL de cloroférmio e um tubo contendo 5 mL de NaOH. O véacuo foi aplicado por
até dois minutos apds o inicio do borbulhamento do cloroférmio, quando a
bomba foi desligada e o fechamento hermético do dessecador efetuado, para a
incubacdo das amostras por 18 horas. Apds esse periodo, os tubos com
cloroférmio e NaOH foram retirados e a eliminagédo do cloroférmio residual das
amostras foi efetuada pela aplicacdo intermitente de vacuo ao sistema, por no
minimo oito vezes antes da adic&o de 25 mL de K,SO, 0,5 mol L™ as amostras
fumigadas e ndo fumigadas. Posteriormente, os tubos foram agitados a 250
rpm por 1 hora, colocados para centrifugagéo a 4000 rpm por 5 minutos, antes
da realizacdo de filtragcdo das amostras em papel de filtro quantitativo, para a
obtencédo dos extratos que foram utilizados nas determinacdes de carbono. A
determinacdo do carbono da biomassa no extrato de solo foi realizada em
aliquota de 2 mL de extrato obtido, apds a adicdo de 1,1 mL de 4gua destilada,
1,4 mL da Solucdo de Trabalho (Na;P,O; 0,1 mol L*, H,SO4 0,5 mol L?,
KMnO,4 0,10 mol L™, MnSO,4 0,10 mol L") e 1,5 mL de H,SO, concentrado. A
mistura foi submetida a agitacdo por trés inversdes lentas e repouso por 2
horas, antes da leitura da absorbancia a 495 nm, em espectrofotbmetro. A
concentracdo de carbono foi calculada a partir da curva de -calibracéo
resultante dos dados dos padrdes de 0, 6, 12, 18 e 24 mg mL™ de C-acido
oxalico (Bartlett e Ross, 1988).
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2.3. Respiracao basal

A respiracdo basal foi determinada a partir dos valores de respiracao
obtidos apos incubagcdo das amostras em frascos acoplados ao respirdbmetro
(Mod. TR-RM8 Respirometer Multiplexer — Sable Systems) equipado com

detector de CO, a infravermelho (Heinemeyer, Insam et al., 1989; Alef, 1995).

2.4. Atividade enzimética

2.4.1. Fosfatase acida

A atividade da fosfatase acida foi determinada por espectrometria, tendo
o p-nitrofenil como substrato e o p-nitrofenol como produto da reacéo
enzimatica (Tabatabai, 1994). A determinacdo foi realizada em um tubo de
ensaio contendo 1 g de solo (peso Umido) apds a adicdo de 0,2 mL de tolueno,
4 mL de tampao universal MUB (pH 6,5), 1 mL de soluc&o de p-nitrofenil fosfato
em tampao MUB e agitacdo dos tubos em Vortex por alguns segundos. O tubo
foi vedado com rolha de borracha ou Parafilm e incubado em banho-maria a 37
°C por 1 hora, seguindo-se a adicdo de 1 mL de CaCl, 0,5 mol L™ e 4 mL de
NaOH e agitacdo por alguns segundos, antes da suspensdo de solo ser
passada através de papel de filtro quantitativo. A intensidade da cor amarela do
filtrado foi determinada por espectrometria no comprimento de onda de 400 —
420 nm. A concentragdo de p-nitrofenol foi calculada a partir de gréafico da
curva de calibracéo resultante dos dados dos padrdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50

Mg de p-nitrofenol.

2.4.2. Fosfatase basica

O procedimento para a determinacédo da fosfatase basica foi similar ao
da fosfatase acida (Tabatabai, 1994), excetuando-se o valor do pH do tampé&o

MUB utilizado (pH 11) e pelo preparo da solugéo de p-nitrofenil nesse mesmo
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tampdo. A intensidade da cor amarela do filtrado foi determinada por
espectrometria no comprimento de onda de 400 — 420 nm. A concentracdo de

p-nitrofenol foi calculada a partir da curva de calibragéo.

2.4.3. B —glicosidase

A atividade da enzima B-glicosidase foi determinada por espectrometria,
tendo o p-nitrofenil-B-D-glicosideo como substrato e o p-nitrofenol como
produto da reacdo enzimatica (Eivazi e Tabatabai, 1988). O procedimento
requer a adicdo em tubo de ensaio de 1 g de solo (peso umido), 0,25 mL de
tolueno, 4 mL de MUB (pH 6,0), 1 mL de solucdo de p-nitrofenil-R-D-glicosideo
em MUB (pH 6,0), agitagdo por alguns segundos em Vortex e vedagcao com
rolha ou Parafilm para a incubacdo em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Apos a
incubacdo, foram adicionados 1 mL de CaCl, 0,5 mol L* e 4 mL de THAM
(Tris-hidroximetilaminometano) 0,1 mol L™, pH 12, e o tubo foi agitado por
alguns segundos antes da filtragdo da suspensdo em papel de filtro
quantitativo. Posteriormente, a intensidade da cor amarela do filtrado foi
determinada em espectrofotbmetro ajustado para o comprimento de onda de
400 nm. A concentracdo de p-nitrofenol foi calculada a partir da curva de
calibracéo resultante dos dados dos padrdes de 0, 10. 20, 30, 40 e 50 pg de p-

nitrofenol.

2.4.4. Nitrificag&o potencial

A analise da nitrificacdo potencial foi feita segundo método proposto por
Belser e Mays (1980), descrito em Hart, Stark et al. (1994). A taxa de producao
de N-NOj3 foi calculada segundo metodologia descrita por (Yang, Skogley et al.,
1998). Para esse procedimento, foi feita a adicdo de 7,5 g da amostra de solo
em um erlenmeyer, juntamente com 50 mL de uma solugédo contendo 1,5 mL
de KH,PO,4 0,2 mol L, 3,5 mL de solucdo K,HPO, 0,2 mol L, 15 mL de
(NH4)>S0O, 50 mmol L, 4gua destilada g.s.p. 1000 mL, com pH ajustado para

7,2. O erlenmeyer foi colocado em agitador orbital a 180 rpm, em temperatura
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ambiente, seguindo-se a retirada de aliquotas de 3,5 mL da suspenséo apos a
incubacéo por 2, 4, 22 e 24h, e colocacédo imediata em gelo até o momento da
centrifugacéo a 4°C e 4000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido e
submetido a uma nova centrifugacdo por 10 minutos nas mesmas condicoes,
sendo o0 novo sobrenadante filtrado e recolhido em tubo de polipropileno, para

conservacao a -20 °C até o momento da analise.

A dosagem de NOs3-N foi realizada pelo método do salicilato de sddio,
que envolve uma reacdo de substituicdo aromética eletrofilica, na qual o
salicilato reage com os ions nitronio (NO;") para formar predominantemente
compostos nitrobenzoicos, conforme Yang, Skogley et al. (1998). Foram
adicionados em tubos de ensaio 0,5 mL do filtrado, 0,25 mL de solug&o de TRI
(1 g de salicilato de Na; 0,2 g de NaCl; 0,1 g de sulfamato de NH, em 100 mL
de NaOH 0,01 mol L") para reagir e gerar coloracdo amarela, que é
proporcional a concentracdo de N-NOs. O tubo foi colocado em estufa a 105 °C
por 12 a 14 h, seguindo-se ao resfriamento e a adi¢cdo ao residuo, branco seco,
de 0,5 mL de H,SO, concentrado. Apds incubacao de 5 a 10 minutos, foram
dispensados 2,5 mL de agua destilada cuidadosamente pelas paredes do tubo
e realizada nova incubacédo de 5 a 10 minutos, seguindo-se adi¢cdo de 2,5 mL
de solucdo de NaOH 40%. Apoés o resfriamento em temperatura ambiente, foi

realizada a leitura em espectrofotobmetro no comprimento de onda de 410 nm.

Procedimento semelhante foi realizado com solucdo de KNOj3; para
obtencdo dos padrbes de NOs3-N. A concentracdo de NOs-N foi calculada a
partir de graficos da curva de calibracdo resultante dos dados dos padrdes de
0,1,2,3,4,5e6mgL"deN-NOs.

2.5. Andlise da diversidade genética
2.5.1. Extracdo de DNA total do solo

A extracdo e purificagdo do DNA total das amostras de solo foram
realizadas com o kit PowerSoilTM DNA (MoBio Laboratories Inc. — Carlsbad,
CA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. A verificacdo do DNA

purificado foi feita em gel de agarose 0,8%, ap0s a coloracdo com brometo de
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etidio. Foi aplicado 1 pL de cada amostra juntamente com o padrdo de massa,
DNA do fago lambda (cada uL correspondendo a 25 ng de DNA), para
proceder a quantificacdo do DNA das amostras sob luz ultravioleta (UV) em
transiluminador 2020E UV/White (Stratagene — Califérnia, USA).

25.2. PCR

A reacdo da polimerase em cadeia foi feita conforme descrito em
Gelsomino e Cacco (2006). Para amplificar a regido do gene rDNA 16S de
bactéria e 18S para fungo, foram utilizados os primers descritos na tabela 3
para bactéria e fungos. Um grampo GC foi adicionado ao terminal 5 do
iniciador F984GC e FR1GC, para prevenir a completa desnaturacdo dos
amplicons durante a eletroforese com gradiente desnaturante (Muyzer, Dewaal
et al.,, 1993). Para proceder a amplificacdo, em cada tubo de reacdo foram
adicionados: 5,0 yL de tampéao especifico da enzima GoTag® 5X, 2,0 uL de
cada dNTP 2,5 mmol L™, 0,5 pL de cada iniciador 0,2 umol L™, 1,0 uL de BSA
(albumina sérica bovina) 2 pg pL? (Kreader, 1996), 0,5 pL de formamida
deionizada 2% (v/v), 20 ng de DNA total do solo, 2 U de GoTag® DNA
polimerase (Promega — Madison, WI, USA), agua Milli-Q esterilizada para um
volume final de 25 uL de reagdo. No PCR, para amplificar bactéria foi feita uma
“touchdown” PCR de modo a evitar amplificacées ndo especificas (Don, Cox et
al., 1991). Durante a “touchdown” PCR a temperatura de anelamento iniciou
com 64 °C, decrescendo 1 °C a cada ciclo até chegar em 54 °C, temperatura
mantida nos préximos 25 ciclos. A PCR foi realizada em termociclador
(Mastercycler Gradient, Eppendorf — Germany), nas seguintes condi¢des: o
ciclo de desnaturacao inicial das fitas de DNA foi de 5 minutos a 94 °C,
seguindo-se 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto para o anelamento dos
iniciadores na temperatura apropriada e 1 minuto a 72 °C, com o ultimo ciclo de
extensdo por 10 minutos a 72 °C. A verificagcdo dos produtos da PCR foi feita
em gel de agarose a 1,2 %, apds a coloracdo com brometo de etidio. Foram
aplicados 5 uL de cada amostra juntamente com o marcador de tamanho DNA
Ladder — 100 bp (Invitrogen — Califérnia, USA). Foi realizada Nested-PCR de
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fungos filamentosos Oros-Sichler, Gomes et al. (2006), em que 0s primers

utilizados na primeira reacao foram NS1 e EF3, e na segunda FF390 e FR1GC.

2.5.3. Microrganismos marcadores do DGGE

Foram utilizadas culturas puras das bactérias Bacillus cereus,
Streptomyces setonii, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas putida e Xanthomonas vesicatoria
representanto os grupos do dominio Bacteria, e para fungos, usou-se DNA
extraido de solo de mata. O DNA destes microrganismos foi extraido,
quantificado e amplificado com os mesmos primers utilizados para amplificacédo

de DNA dos solos estudados.

2.5.4. DGGE - Eletroforese em gel com gradiente
desnaturante

A eletroforese foi realizada utilizando-se o equipamento “DCode®
Universal Mutation Detection System” (BIO-Rad — Califérnia USA). Os produtos
de PCR foram aplicados em volume de 20 pL, juntamente com 15 uL do
tampao da amostra (azul de bromofenol 0,05 %, xileno cianol 0,05 %, glicerol
70% e TAE 1X), diretamente no gel de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida
37,5:1) a 8 % (p/v) em tampao tris-acetato-EDTA — TAE 1X (Tris base 40 mM;
acido acético glacial 20 mM; Na2.EDTA.2H20 10 mmol L-1, pH 8,0). A
variacdo do gradiente desnaturante, voltagem, temperatura e duracdo da
corrida estdo descritos na tabela 4. O gradiente foi formado com a mistura de
duas solucbes estoque de poliacrilamida a 8%, uma com 100% dos agentes
desnaturantes, formamida deionizada 40% e uréia 7 mol L (Modelo 475
Gradient Delivery System — BIO-Rad Califérnia, USA) e a outra com 0% de
agente desnaturante. Além das solucbes estoque para a formacdo do
gradiente, foram utilizados 130 pL de persulfato de ambnio — APS
(polimerizador), 16 pyL de TEMED - N,N,N’,N’-tetrametiletiieno diamino
(catalisador) e 50 pL do corante para visualizacdo do gradiente (azul de
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bromofenol 0,5%, xileno cianol 0,5% e TAE 1X). O gel foi mantido no suporte
de montagem por no minimo 2 horas para polimerizar por completo, e apos
esse periodo foi acoplado ao equipamento e aplicadas as amostras nos géis. A
corrida eletroforética seguiu as condi¢cdes descritas na tabela 4. Ao término da
eletroforese, o gel foi corado por 20 minutos com solugdo 1X de SYBR® Gold
(Invitrogen™ — Molecular Probes™, Eugene, Oregon, USA), conforme as
recomendagbes do fabricante, ndo havendo necessidade da etapa de
descoloragcao (Valaskova e Baldrian, 2009). A imagem do gel sob luz UV foi
capturada e digitalizada pelo Eagle Eye Il Still Video System (Stratagene —
Califérnia, USA).
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Tabela 3 — Sequéncias dos oligonucleotideos usadas para amplificacdo dos fragmentos do rDNA 16S para bactéria e 18S
para fungo.

Oligos Alvo do rDNA 16s e 18s Sequéncia (5-3") Referéncia

R1378 Bactéria (1492-1513) CTACGG(T/C)TACCTTGTTACGAC (Gelsomino e Cacco, 2006)

F984GC Bactéria (968-984) gc-AACGCGAAGAACCTTAC (Heuer, Krsek et al., 1997)

GC-clamp (gc.) CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGG (Nubel, Engelen et al., 1996)
GGCACGGGGGG

NS1 Fungo filamentoso GTAGTCATATGCTTGTCTC (Hoshino e Morimoto, 2008)

EF3 Fungo filamentoso TCCTCTAAATGACCAAGTTTG (Hoshino e Morimoto, 2008)

FF390 Fungo filamentoso CGATAACGAACGAGACCT (Hoshino e Morimoto, 2008)

FR1GC Fungo filamentoso CCCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGG  (Vainio e Hantula, 2000)

GGCACGGGCCGAICCATTCAATCGGTAIT
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Tabela 4 — Relacdo da porcentagem do gel (acrilamida/bisacrilamida) e

condicOes eletroforéticas para cada grupo analisado

Gel Gradiente Voltagem Temperatura Tempo

Grupo

%o @) (v) (C) (h)
Bactéria 8 45 - 60 60 60 16
Fungo filamentoso 8 40- 55 60 60 16

2.5.5. Processamento das imagens dos géis de DGGE

As imagens dos géis de DGGE foram analisadas com o programa
Bionumerics, V.6.0 (Applied Maths, St. Martens Latem, Belgium). A subtracdo
do background foi feita de acordo com a analise espectral dos géis e as raias

dos géis foram normalizadas.

2.5.6. Andlises de agrupamento

As analises de agrupamento das impressdes digitais genotipicas
(genetic fingerprint) dos tratamentos realizados no solo foram feitos com o
programa Bionumerics V. 6.0 (Appplied Maths Laten, Belgium). Os
dendrogramas foram construidos com o coeficiente binario de Dice, baseado
em bandas comuns e diferentes, utilizados no calculo da matriz de similaridade,
e analise de agrupamento pelo método ndo ponderado de conjunto de pares
por meédias aritméticas (UPGMA — unweighted pair group method using

arithmetic averages).

2.5.7. Andlises de diversidade, equitabilidade, riqueza e

dominancia.

As andlises de diversidade, equitabilidade, riqueza e dominancia foi
realizada no programa DivEs V. 2.0 (Rodrigues, 2005), com dados (quantitativo
e qualitativo) extraidos do géis de DGGE pelo programa Bionumerics V. 6.0.
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2.6. Extracdo de nematdides do solo

Para extracdo dos nematdéides do solo, foi seguida a metodologia do Funil
de Baermann (Baermann, 1917), descrito em Southey (1986). Cinquenta
gramas de solo foram vertidos em peneira com papel toalha, e o conjunto foi
colocado em funil com mangueira acoplada e fechada, acrescentando-se agua
de torneira até atingir amostra. Apds 48 horas, a suspensdo com oS
nematoides foi recolhida, e procendeu-se a identificacdo pelo uso de chaves de
identificacdo e ou trabalhos de descricdo de nematoides. A quantificacdo dos

nematoides recuperados foi feita em camara de Peters em microscopio de luz.

3. Resultados

A atividade dos microorganismos presentes no solo foi afetada pela
aplicacdo do ITCA quando comparado com o mesmo solo sem a aplicagéo do
Oleo (tabela 5). Houve reducdo na quantidade de microorganimos (CBM) em
dois dos solos estudados, (o de textura Franco-Argilo-Arenosa e o de textura
Argilosa), mas ndo houve diferenca no de textura Franco-Arenosa. De uma
maneira geral, o uso do ITCA nos solos classificados como de textura Franco-
Argilo-Arenosa e Franco-Arenosa provocou reducdo ou nao afetou a atividade
das enzimas estudadas, exceto a da fosfatase basica, que aumentou. O maior
aumento de atividade (94%) foi observado no solo com maior teor de argila.
Excetuando-se a nitrificacéo e a respiragdo, que nao variaram, o solo Argiloso
foi 0 que apresentou as maiores reducdes de atividade na presenca do ITCA,

comparando-se com os solos de menor teor de argila.

A andlise do ‘fingerprint’ das comunidades bacterianas demonstrou haver
similaridade de 90% entre o solo tratado com ITCA e o solo ndo-tratado (figura
1), em todas as trés texturas estudadas. Com a aplicacdo do isotiocianato de
alila (ITCA), houve pequeno aumento no numero de bandas no DGGE no solo
de textura Arenosa (Franco-arenoso). Ao solo de textura média (Franco-argilo-
arenoso) e no solo Argiloso, a aplicagdo do composto causou reducéo de

riqueza de bactéria (tabela 6).
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Independentemente da textura, quando foi aplicado o ITCA observou-se
reducdo da intensidade das bandas, (Figura 1), indicando reducdo do niumero
de microorganismos de cada populacdo presente no solo. Os indices de
diversidade e de dominéncia da comunidade de bactérias (Tabela 6) ndo foram
afetados pela aplicacdo do ITCA. Ja o indice de equitabilidade foi afetado, um
sinal de que algumas populacdes de bactérias foram favorecidas pela

aplicacao do ITCA.
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Tabela 5 - Atividade enzimatica, respiracéo e carbono da biomassa com a aplicacdo de doses de isotiocianato de alila (ITCA),

em solos com textura diferentes, ap6s cinco dias de fumigacao.

Solos/Tratamentos CBM Fosfatase acida Fosfatase basica R —glicosidase Nitrificacdo Respiracao
Franco-Arenosa Test 139D 91,0B 39,1D 21,4C 2,6 BC 11,7C
Franco-Arenosa ITCA 119D 57,0C 58,1C 22,1C 20C 129C
Franco-Argilo-Arenosa Test 40,5B 81,0B 83,1B 26,6 C 3,1 AB 12,3C
Franco-Argilo-Arenosa ITCA 155D 77,3B 109,5A 31,3C 35A 17,7 BC
ArgilosaTest 56,2 A 166,1 A 39,6 D 111,3A 3,1AB 28,0 AB
Argilosa ITCA 27,7C 152,6 A 76,8 B 66,0 B 34A 36,4 A

Média de 3 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey (p <
0,05). Test — testemunha, CBM - carbono da biomassa (ug C Kg* solo seco), fosfatase acida, fosfatase basica e B-

glicosidase (ug p-nitrophenol.g™ solo.h™), nitrificacdo (g NOs.g™* solo.h™) e respiracdo (uMol C-CO,.Kg™.h™).
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A comunidade de fungo no solo foi afetada pela presenca do ITC, visto que
o ‘fingerprint’ mostrou alteracéo significativa. O solo argiloso tratado com ITCA
apresentou 83% de similaridade com a testemunha. Ja o solo de textura média
(Franco-argilo-arenoso) tratado com ITCA exibiu 96% de similaridade com a
testemunha, enquanto que o solo de textura arenosa foi 90% similar ao
controle (Figura 1). O indice de diversidade de Shanon para o solo arenoso e
de textura média tratados com ITCA aumentou em relacdo a testemunha, o
oposto ocorreu no solo de textura argilosa. O indice de dominancia de Berger-
Parker no solo tratado com ITCA foi reduzido nos solos de textura média e
arenosa, e aumentou no de textura argilosa. O indice de equitabilidade das
populacdes de fungos no solo foi afetado pela aplicacédo de ITCA. No solo de
textura arenosa e média, o indice de Hill aumentou, mas no solo de textura
argilosa houve diminuicdo desse indice. A rigueza das espécies de fungos no
solo tratado aumentou no solo de textura arenosa e média, e manteve-se no

solo de textura argilosa.

A dose do ITCA utilizada no experimento, independentemente da textura do
solo, ndo permitiu a recuperacdo de nematoides; que somente foram
recuperados nos solos ndo tratados. No solo de textura arenosa, foram
recuperados 4 (x1) nematoides bacteriofagos, 6 (x1) micofagos, nenhum
predador de nematéides e 13 (+2) fitoparasitas. No solo de textura média foram
recuperados 14 (+2) nematoides bacteriéfagos, 2 (1) micéfagos, 1 predador
de nematodides e 7 (x2) fitoparasitas. No solo argiloso, foram recuperados 24
(£5) bacteriofagos, 11 (£3) micofagos, 2 (+1) predadores de nematdides e 33

(x6) fitoparasitas.
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Figura 1- Dendograma construido com os perfis de bandas da comunidade bacteriana presentes em trés tipos de solo,
tratados ou ndo com isotiocianato de alila (ITCA). As diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de
similaridade. O dendograma foi baseado no coeficiente de similaridade de Dice e andlise de agrupamento pelo método nao
ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas (UPGMA). (OEM = ITCA, Test = testemunha; are = arenoso, arg =
argiloso e med = média; repl, rep2 e rep 3 = repeticdes).
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Figura 2- Dendograma construido com os perfis de bandas da comunidade fungica presentes em trés tipos de solo, tratados
ou ndo com isotiocianato de alila (ITCA). As diferencas entre os perfis sao indicadas pela porcentagem de similaridade. O
dendograma foi baseado no coeficiente de similaridade de Dice e analise de agrupamento pelo método ndo ponderado de
conjunto de pares por médias aritiméticas (UPGMA). (OEM = ITCA, Test = testemunha; are = arenoso, arg = argiloso e med =

média; repl, rep2 e rep 3 = repeticdes).
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Tabela 6 -indices de dominancia, diversidade, equitabilidade e riqueza para populacdo de bactérias e fungos em trés solos
com diferentes texturas, tratados ou ndo com isotiocianato de alila (ITCA).

Dominancia Diversidade Equitabilidade Riqueza

Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria Fungo Bactéria

Franco-Arenosa Test 0,40a 0,3™ 0,72c 0,9 3,1bc 3,2¢c 12b 25d
Franco-Arenosa ITCA 0,28b 0,3 0,80b 1,0 3,6ab 3,4b 1l4ab 31c
Franco-Argila-Arenosa Test 0,30b 0,3 0,73c 1,1 3,78 3,4b 11b 45a
Franco-Argila-Arenosa ITCA  0,27b 0,3 0,84ab 11 3,92 3,5b 15a 38b
ArgilaTest 0,31b 0,2 0,862 1,1 3,6ab 3,8a 17a 46a
Argila ITCA 0,37a 0,3 0,82b 11 3,3b 3,6ab 17a 40b

Média de 3 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste Tukey (p <
0,05). ns - n&o significativo pelo teste Student (t). Dominancia (Berger-Parker), diversidade (Shanon-Wiever), equitabilidade
(Hill) e riqueza (nimero de bandas no DGGE).
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4. Discussao

O uso do ITCA nesse trabalho difere dos de outros autores devido esse
ser um Oleo essencial altamente concentrado ao contrario da massa de matéria
fresca de brassicaceas incorporada ao solo. No trabalho de Omirou et al,
(2011), foi reportado que a presenga do fenil isotiocianato (PITC) no material
fresco de brassicas, quando incorporado ao solo, ndo afetou a atividade e
diversidade dos microorganismos. Segundo esses autores, isso se deveu ao
fato da toxicidade do PITC ser compensada pelo aumento na disponibilidade
de nutrientes. J& a aplicacdo do composto puro no solo afetou

significativamente a atividade dos microrganismos.

Neste trabalho, foi demostrado que a textura dos solos teve influéncia na
resposta das comunnidades microbianas. Em solos de textura arenosa, o efeito
do ITCA foi menor do que em solos de textura argilosa, pois foi nesses ultimos
que se observaram as maiores diferencas na biomassa microbiana associada
as mais altas atividades enzimaticas e a respiracdo. Sabe-se que 0s
microrganismos ali presentes estdo mais adaptados as condi¢bes adversas,
como a falta de agua e nutrientes (Chau, Bagtzoglou et al., 2011), o que lhes
confere maior sobrevivéncia. Nos solos de textura média e argilosa a
quantidade e diversidade natural de microrganismos presentes foram maiores,
visto que nesses solos a estrutura fisica do solo proporciona maior
disponibilidade de &gua, nutrientes e microporos para o crescimento dos
microrganismos (Nannipieri, Ascher et al., 2003; Chau, Bagtzoglou et al., 2011;
Hu, Lin et al., 2011).

A respiragcao basal do solo argiloso aumentou, mas foi estatisticamente
igual a testemunha quando este recebeu a aplicacao do ITCA. Este aumento é
decorrente da maior disponibilidade de nutrientes no solo, devido a morte de
parte da populacdo dos microrganismos, visto que o carbono da biomassa
diminui com a aplicagdo do ITCA, corroborrando com os resultados
encontrados por (Omirou, Rousidou et al., 2011).

A atividade enzimatica dos microrganismos foi reduzida para a enzima

Fosfatase acida e 3—glicosidase e aumentou para a enzima fosfatase alcalina
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pela aplicacdo do ITCA. Esta reducdo da atividade enzimaticas dos
microrganismos se deve pela diminuicdo do tamanho que cada populacao,
visto que a biomassa microbiana reduziu entdo houve grandes mudangas no
fingerprint bacteriano e de fungo. Em estudos com fumigantes sintéticos
(Vapan sodio, Brometo de metila e Cloropicrin) resultados similares foram
encontrados para a atividade enzimatica e carbono da biomassa (Klose e Ajwa,
2004; Stromberger, Klose et al.,, 2005; Yamamoto, Ultra et al., 2008). A
atividade da fosfatase alcalina neste trabalho aumentou, provavelmente pelo
disturbio causado pelo ITCA e as populagcbes de microrganismos que
produzem esta enzima aumentaram rapidamente no solo, pois neste as

populacdes tendem a ficar em equilibrio (Kassen e Rainey, 2004).

As fosfatases sdo fundamentais na mineralizacdo do fésforo e,
consequentemente, na ciclagem deste nutriente no ambiente. A reducdo da
atividade destas enzimas nao afeta somente a populacdo de microrganismos,
mas também a disponibilidade de fésforo para a planta, visto que a enzima
catalisa a hidrélise de fosforo organico ao fosforo inorgénico, forma que é
assimilada pelas plantas (Caldwell, 2005). As glicosidases podem ser
encontradas em plantas, animais e microrganismos e catalisam reacfes de
hidrolise de maltose e celobiose, cujos produtos sdo importantes fontes de
energia para 0s microrganismos do solo (Caldwell, 2005). A reducao da
atividade destas enzimas pelo ITCA causa reducdo da disponibilidade de

nutrientes, afetando o crescimento dos microrganismos.

A nitrificagdo potencial do solo, quando foi aplicado o ITCA, néo foi
afetada, mas foi sempre menor a nitrificacdo quando se aumentou o teor de
areia nos solos, diminuiu no solo de textura arenosa e aumentou nos outros
dois tipos de solo. Esta diferenca na nitrificacdo € devida ao tipo e a
diversidade de microrganismos nitrificantes que vivem em cada solo. Em solos
de textura arenosa a diversidade destes microrganismos nitrificantes € menor
de que em solos com mais argila. Assim pequenos distarbios no equilibrio das
populacdes bacterianas favorece o crescimento das bactérias nitrificantes.
Alguns ITCs ja foram relatados diminuindo a taxa de nitrificacdo do solo, mas

quando estes eram incorporados com matéria fresca da planta. Com o
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incremento de NH," oriundo do tecido vegetal, este estimulou a microbiota do
solo, desfavorecendo as bactérias nitrificantes do solo, levando assim a
diminuicdo da taxa de nitrificagcdo do solo (Bending e Lincoln, 2000; Ryan,
Kirkegaard et al., 2006). Nos solos de textura média e argilosa, o desequilibrio
causado pelo ITCA nas populacdes microbianas foi maior, favorecendo o
aumento da populacédo de bactérias nitrificantes, aumentando assim a taxa de

nitrificacao destes solos.

Pelo fingerprint e os indices de diversidade e dominancia das
populacdes de bactérias, ndo houve diferencas significativas entre o solo
tratado e o ndo-tratado. Essa resisténcia das populacdes de bactérias ao
isotiocianato pode ser devido aos mecanismos de resisténcia das bactérias ao
estresse. Um dos mecanismos mais eficientes para a sobrevivéncia das
bactérias é a formacdo de biofilmes. Os biofilmes sdo formados pela adesao
das bactérias as superficies, incluindo as das particulas do solo, e ha formacéo
de uma camada de exopolisacarideos, o que |Ihes confere protecdo (Danhorn e
Fuqua, 2007). Sabe-se que esses biofilmes protegem contra dissecacgéo, raios
ultravioletas, predacdo, compostos toxicos e sinergismo para penetracdo no
hospedeiro (Danhorn e Fuqua, 2007) e certamente conferiu protecdo contra o
ITCA. Durante o processo de fumigagdo ocorreu morte de parte dos
microrganismos (redugdo CBM), aumentando assim a disponibilidade de
nutrientes no solo. Esse “pulso” de acréscimo de biomassa prontamente
disponivel estimulou o crescimento de bactérias que se encontravam em
populacdes pequenas no solo arenoso, a sua deteccédo pela técnica de DGGE,
aumentando assim a riqueza das populacdes de bactéria no solo quando
tratado com ITCA.

A comunidade de fungos foi mais afetada pela aplica¢do do ITCA do que
a de bactérias. Este maior distirbio na comunidade fungica foi mais acentuado
nos solos de textura arenosa e média, onde a diversidade de fungos é menor.
Nestes solos, o indice de dominéancia foi reduzido, pois o ITCA controlou
principalmente aquelas populacbes mais abundantes, favorecendo a
multiplicagcdo das populagbes menos abundantes. Essa alteracdo resulta em

aumento no indice de diversidade e riqueza. No solo de textura argilosa, como
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0 numero de microrganismos € superior aos solos de textura média e arenosa,
o ITCA controlou todas as populaces, ndo favorecendo nenhuma, o que

explica a falta de variagdo da riqueza em resposta ao tratamento.

Como demostrado, 0os nematdides apresentam alta sensibilidade aos
ITCs. A comunidade de nematdides dos solos estudados foi reduzida
drasticamante pelo ITCA, corroborrando com os resultados encontrados
guando foi incorporado material vegetal de brassicas ao solo (Henderson, Riga
et al., 2009b; Gruver, Weil et al., 2010).

Resultados satisfatorios também foram encontrados no controle de
fungos de substrato, Fusarium oxysporum (Smolinska, Morra et al., 2003),
Rhizoctonia solani e Pythium spp. (Chung, Huang et al., 2002; Cohen, M.F.,
Yamasaki, H. et al., 2005), sementes de plantas invasoras (Brown e Morra,
1996) e bactérias (Charron, Sams et al., 2002). Assim, era esperado que 0
ITCA agisse principalmente sobre microorganismos abundantes no solo e com
recolonizacdo lenta, como os fitopatbgenos, e ndo afetasse a microbiota
benéfica do solo, como foi observado neste trabalho, em que se demostrou
pequeno efeito do ITCA sobre a estrutura e algumas fungcdes das comunidades

microbianas do solo.

Em contraste com a maioria dos estudos que se concentram na
incorporacgao do tecido vegetal ao solo, a aplicagcdo do ITCA puro ou formulado
ao solo apresenta a vantagem de padronizacdo da quantidade de produto
aplicado, garantindo assim maxima eficiéncia no controle de fitonematoides. A
aplicacao direta do produto ao solo (ITCA) elimina a necessidade de cultivo da
planta na area, liberando-a para ser cultivada com plantas de valor econémico.
A eficacia inconsistente de incorporacao de materiais vegetais frescos tem sido
atribuida a varios fatores, como a producdo de biomassa insuficiente, a
ineficacia da ruptura do tecido vegetal e quantidade de isotiocianato produzido
pela planta (Bending e Lincoln, 1999; Rahman e Somers, 2005). O uso do ITCA
oriundo de Brassica juncea traz outro beneficio, uma vez que a semente da
espécie, onde se encontra a maior concentracdo do glicosinolato, também é
rica em Oleo, 0 qual apresenta caracteristicas desejaveis para uso como

biocombustivel (Vig, Rampal et al., 2009). Durante o processo de extracdo do
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O0leo da semente utilizando-se metodologias adequadas ndo h& perda da
atividade da enzima mirosinase, permitindo assim a hidrélise do glicosinolato
em isotiocianato, podendo o mesmo ser usado para o0 controle de

fitopatdgenos.

5. Conclusao

O uso do isotiocianato de alila interferiu na atividade metabdlica dos

microrganismos, principalmente no solo de textura argilosa.

A aplicacdo de ITCA em solos das trés texturas resultou na reducdo do

carbono da biomassa e da atividade da enzima fosfatase acida.

A atividade da enzima fosfatase basica foi aumentada pela aplicacdo do
ITCA nos trés solos.

Pelo fingerprint e os indices de diversidade e dominancia, a comunidade
bacteriana do solo nao foi afetada pela aplicacdo do ITCA, mas a comunidade

de fungos do solo sofreu um pequeno disturbio.

A comunidade de nematoides do solo foi drasticamente reduzida pela

aplicacao do ITCA.
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Capitulo 2 - Efeito da dose e tempo de fumigacdo com Isotiocianato de
alila na comunidade microbiana do solo.

1. Introducéo

O uso de pesticidas fumigantes foi utilizado por muitos anos para
controlar fitopatdgenos presentes no solo, e com a proibicdo da utilizacdo de
alguns destes produtos, novas alternativas estdo sendo desenvolvidas. Para a
substituicdo dos fumigantes sintéticos, o uso de partes de plantas ou
compostos bioativos derivados dessas plantas apresentam grande potencial
(Akhtar e Alam, 1993). Uma grande vantagem dessas plantas é que durante
sua decomposicao ha a liberacdo de substancias quimicas inclusive volateis,
as quais atuam no controle de patégenos do substrato, processo esse
denominado biofumigacdo (Unep, 1998). Além disso, podem estimular a
atividade microbiana, inclusive aquela de microorganismos antagonistas aos

nematoides (Bridge, 1996), melhorando a sustentabilidade do sistema agricola.

Diversas plantas sado conhecidas por apresentarem substancias com
efeito nematicida e, ou nematostéatico (Ferraz e Freitas, 2004). Dentre essas,
merecem destaque as plantas da familia Brassicaceae devido as
potencialidades de seu uso no controle de fungos, bactérias e nematdides
habitantes de solo (Drobnica, Zemanova et al.,, 1967; Brown e Morra, 1997,
Chen, Han et al., 2002; Lima, 2006; Goulart, 2007; Dayan, Cantrell et al., 2009;
Vig, Rampal et al., 2009; Oliveira, Dhingra et al., 2011). Espécies da familia
Brassicaceae produzem metabdlitos secundarios como os glicosinolatos
(Mojtahedi, Santo et al., 1993; Potter, Davies et al., 1998), que s&o encontrados
em todos os tecidos da planta e armazenados nos vacuolos das células
(Kirkegaard e Sarwar, 1998; Vig, Rampal et al.,, 2009). Quando o tecido &
rompido, glicosinolatos entram em contato com a enzima mirosinase
(tioglucosideo glucohidrolase, EC 3.2.3.1), a qual ¢é armazenada
separadamente nas células, resultando no processo de hidrélise e formacao de
nitrilas, epitionitrilas, tiocianatos e, ou isotiocianatos (Zasada e Ferris, 2003).
Esses isotiocianatos constituem os principais ingredientes ativos no controle de

fitonematoides.
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O dleo essencial de mostarda (Brassica juncea (L.) Czern.) é rico em
isotiocianato de alila, potente ingrediente ativo no controle de importantes
espécies de fitonematoides (Lima, 2006; Goulart, 2007; Aguiar, 2008; Castro,
2010). Estudos sobre a dose efetiva para reduzir a densidade populacional
foram feitos e observou-se que quando o tempo de fumigacdo € mais longo,
pode-se reduzir a dose sem perder a eficiéncia de controle (Aguiar, 2008).

Um dos problemas relacionados ao uso de nematicidas sintéticos é o
Impacto negativo que eles causam ao ambiente. O brometo de metila, que
ainda é usado para controle de nematéides, fungos e bactérias reduz a
abundancia de microrganismos no solo (Klose, Acosta-Martinez et al., 2006).
J& se sabe que populagbes de fungos e bactérias gram negativas sdo as mais
afetadas (Ibekwe, Papiernik et al., 2001; Hoshino e Matsumoto, 2007;
Yamamoto, Ultra et al., 2008). O fato de se usar biopesticidas né&o
necessariamente garante que eles sejam ecologicamente corretos, pois
acredita-se que eles também provoquem alteracées na comunidade microbiana
do solo. Contudo, estas interferéncias sdo menores quando comparadas com
aguelas de produtos fumigantes (Gopal, Gupta et al., 2007; Spyrou, Karpouzas
et al., 2009). Até o momento, pouco se conhece sobre o impacto do 6leo
essencial de mostarda ou seu ingrediente ativo, o isotiocianato de alila (ITCA)
na microbiota do solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da dose do

ITCA e da duracao da fumigac&do na microbiota do solo.

2. Material e métodos

Amostras de quinhentos gramas de solo com textura argilosa (idem
capitulo anterior) foram tratados com 0leo essencial de mostarda (ITCA) nas
doses de 0, 60 e 120 pL.Kg™ de solo, ou com 1g/Kg do nematicida Terbufés
(dose comercial, Counter 150 G). Essas amostras foram colocadas em sacos
plasticos, vedadas e mantidas a temperatura de 25°C, permanecendo a
metade das repetigcbes por cinco dias e metade por dez. Decorrido o tempo,
elas foram abertas e subdivididas em cinco subamostras de cem gramas para

realizacdo das analises microbioldgicas. O delineamento foi inteiramente

63



cazualizado, no esquema fatorial (ITCA a 0, 60 e 120 pL.Kg™ e Terbufés 1g.Kg

1 X 2 tempos de fumigac&o), com trés repeticdes.

2.1. Analises microbioldgicas

As andlises dos indicadores microbiolégicos foram conduzidas no
Laboratério de Analises Microbiolégicas do Solo — LAMISOL, Departamento de
Microbiologia — DMB, da Universidade Federal de Vigosa.

As analises de carbono da biomassa microbiana (CBM), respiracao
basal, atividade enzimatica (fosfatase acida, fosfatase béasica, R—glicosidase e
nitrificacdo potencial), anélise da diversidade genética (extracdo de DNA total
do solo, PCR, DGGE, microrganismos marcadores do DGGE, processamento
das imagens dos géis de DGGE, analises de agrupamento) e a extracdo de
nematoides do solo seguiram as mesmas metodologias relatadas no capitulo

anterior.

3. Resultados

O CBM, a atividade das enzimas e a respiracao no solo nao tratado com
ITCA, foram maiores aos dez dias de incubacédo, ou nao diferiu daquelas aos
cinco dias (Tabela 1). O contrario foi verificado com qualquer dos tratamentos
aplicados ao solo, isto €, quando houve diferenca, a reducao foi maior aos dez
dias.

A biomassa dos microrganismos (CBM) foi reduzida pela aplicacdo dos
nematicidas Terbufés e ITCA em comparacdo com a testemunha, e o efeito do
tratamento tendeu a ser maior aos 10 dias. O Terbufés com cinco dias de
tratamento reduziu 5,8% da CBM em relacdo a testemunha. Esse valor chegou
a 47,8% aos dez dias. A reducdo do CBM resultante da aplicacdo de a 60 uL
Kg™' de solo foi de 24,5% e 43,1%, aos cinco e dez dias de fumigacéo,
respectivamente. N&o houve diferenca com a aplicagéo da dose de 120 pL Kg™
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de solo nesse periodo, mas foi a menor quantidade de CBM obtida em relacéo
aos demais tratamentos.

Em relac&o a nitrificacéio potencial, somente a dose 120 pL do ITCA Kg*
de solo causou mudanga significativa, nos dois tempos de fumigagédo. A
nitrificacdo potencial foi maior aos 10 dias no solo sem tratamento, nao
havendo efeito do tempo de fumigacdo nos solos que recebeu aplicacdo do
Terbufés ou ITCA (tabela 1).

A dose de 120 pL do ITCA Kg* de solo resultou na menor atividade da
enzima fosfatase &cida, especialmente aos dez dias de fumigacdo, quando
essa reducdo foi 48,7% em relacdo a testemunha. O tratamento do solo com
Terbufés ou ITCA a 60 pL Kg™ pouco afetou a atividade da enzima fosfatase
basica, tanto aos cinco quanto aos dez dias. O tratamento com ITCA a 120 uL
Kg™ de solo resultou na reducéo significativa da atividade da fosfatase basica.

O uso da dose de 60 pL do ITCA Kg' de solo equiparou-se ao
nematicida convencional quanto ao efeito na atividade da enzima 3-glicosidase,
nos dois tempos de tratamento. O efeito desses dois tratamentos foi inferior ao
tratamento com a dose de 120 pL do ITCA Kg™ de solo, na qual a reducdo de
atividade da B-glicosidase foi de 85,77% e 24,81% em relagdo a testemunha
aos cinco e dez dias de fumigacao, respectivamente. A respiracado basal do
solo foi variavel conforme os tratamentos ao longo do periodo, embora tenha
havido tendéncia de reducdo da taxa respiratéria quando se aplicou a maior
dose do ITCA.

A dominancia, diversidade e equitabilidade das bactérias no solo néo
foram afetadas pela aplicacdo do ITCA ou do nematicida (figura 1, tabela 2). O
dendrograma do perfil de bandas da DGGE de bactérias presentes nos solos
tratados ou nao, resultou na formacgédo de cinco clusters, com similaridade
minima de 96%. A aplicacdo de ITCA, independente da dose e do tempo de
fumigacdo, causou aumento na intensidade de algumas bandas. Os
tratamentos com Terbufés e ITCA (60 e 120 uL) com o tempo de 5 dias foram
0s mais distantes no dendograma em relagéo aos demais tratamentos.

A aplicacdo de nematicida e ITCA, diferentemente da acdo sobre as bactérias,

afetou a comunidade de fungos no solo (figura 2, tabela 3). O dendrograma
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constituido pelo perfil de bandas da DGGE de fungos resultou na formacéo de
seis clusters, sendo que a menor similaridade encontrada foi a de 86% para o
tratamento com terbufés, em relacdo aos demais tratamentos. O indice de
dominancia de Berger-Parker foi similar para todos os tratamentos aos cinco
dias, mas o solo sem tratamento apresentou menor indice numeérico do que os
solos tratados aos dez dias. Observaram-se pequenas diferencas nos indices
de Shanon-Wiever e Hill entre solos tratados e n&o tratados aos cinco e dez
dias. A riqueza de espécies encontrada no solo néo tratado diferiu daquela
exibida pelos solos fumigados com o ITCA, cujos indices foram maiores que na
testemunha, aos cinco dias.

Os nematéides recuperados pelo funil de Baermann foram separados
em grupos troficos, segundo seus habitos alimentares. Somente nos solos nao
tratados foram recuperados nematoides. Obtiveram-se 34 (+3) nematodides
bacteriéfagos, 16 (x2) micofagos, 12 (£1) predadores de nematdides e 23 (x4)
fitoparasitas, aos cinco dias. Aos dez dias, foram recuperados 15 (£2)
bacteriéfagos, 10 (£1) micofagos, 2 (+1) predadoras de nematoéides e 15 (+2)

fitoparasitas.
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Tabela 1 — Atividade enzimatica, nitrificacéo, respiracdo e carbono da biomassa em solo tratado com isotiocianato de alila (ITCA
em pL Kg™?) e o nematicida Terbufés(1g.Kg™) durante cinco ou dez dias de tratamento.

TRATS. CBM Nitrificacdo  Fosfatase 4cida Fosfatase basica  B-glicosidase Respiragéo
tempo tempo tempo tempo tempo tempo
5 10 5 10 5 10 5 10 5 10 5 10

TESTEMUNHA 935Aa 70,2Aa 16Bb 2,1Ba 570,8Bb 6657 Aa 310,9Bb 662,4Aa 268,6Aa 399Bb 628Ba 64,6Aa
Terbufés 88,0Aa 366Bb 22Ba 19Ba 567,4Ba 5234Ba 7386Aa 5381Ab 110,9Ba 588Ab 70,0ABa 56,7 ABb
ITCA 60 pL 706Ba 399Bb 14Ba 14Ba 7183Aa 7125Aa 8449Aa 651,2Ab 141,7Ba 57,6 Ab 826Aa 50,2 Bb
ITCA120uL  299ca 258Ba 4,1Aa 4,1Aa 451,0Ca 341,6Cb 357,5Ba 282,0Ba 382Ca 300Ca 510Ca 462Ba
Média de 3 repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem

significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05). CBM-carbono da biomassa (ug C Kg™* solo seco), fosfatase acida, fosfatase
béasica e B-glicosidase (ug p-nitrofenol.g™ solo.h™), nitrificacdo (ug NOs.g™* solo.h™) e respiracdo (uMol C-CO,.Kg™.h™).
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Figura 1- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE produzidas pela comunidade bacteriana em solo
tratado com isotiocianato de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés durante cinco ou dez dias de tratamento. As diferencas
entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade, calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise
de agrupamento pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas (UPGMA). (Tes = Testemunha, 60
e 120 = Doses de ITCA, Nem = terbufés; 5d e 10d = dias de tratamento; R1, R2 e R3 = repeticdes).
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Figura 2- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE produzidas pela comunidade fangica em solo tratado
com isotiocianato de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés durante cinco ou dez dias de tratamento. As diferencas entre os
perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade, calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e andlise de
agrupamento pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas (UPGMA). (Tes = Testemunha, 60 e
120 = Doses de ITCA, Nem = terbufés; 5d e 10d = dias de tratamento; R1, R2 e R3 = repeticdes).
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Tabela 2 — indices de dominancia, diversidade, equitabilidade e rigueza para a comunidade de bactérias em solo tratado com
isotiocianato de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés durante cinco ou dez dias de tratamento.

TRATS. Dominancia Diversidade Equitabilidade Riqueza
Tempo tempo tempo tempo
5 10 5 10 5 10 5 10
TESTEMUNHA 0,15Ba 0,16Ca 1,04Aa 1,05Aa 5,13Aa 5,07Aa 20Bb 24Aa
Terbufés 0,18Aa 0,18Ba 1,00Aa 1,05Aa 4,84Aa 4,96Aa 20Bb 24Aa
ITCA 60 uL 0,16Bb 0,20Aa 1,03Aa 1,01Aa 5,05Aa 4,73Ab 22Aa 22Aa
ITCA 120 pL 0,16Bb 0,18Ba 1,04A 1,03Aa 5,07Aa 4,79Ab 23Aa 24Aa

Média de 3 repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05). Dominancia (Berger-Parker), diversidade (Shanon-Wiever), equitabilidade (Hill)

e riqueza (numero de bandas no DGGE).
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Tabela 3 — indices de dominéncia, diversidade, equitabilidade e riqgueza para a comunidade de fungos em solo tratado com
isotiocianato de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés durante cinco ou dez dias de tratamento.

TRATS. Dominancia Diversidade Equitabilidade Riqueza
Tempo tempo tempo
5 10 5 10 5 10 5 10
TESTEMUNHA 0,33Aa 0,29Cb 0,81Ba 0,90Aa 3,46Ca 3,84Aa 11Chb 19Aa
Terbufos 0,27Bb 0,36Ba 0,87Aa 0,77Bb 4,08Aa 3,27Ab 16Ba 15Ba
ITCA 60 uL 0,26Bb 0,43Aa 0,82Ba 0,72Cb 3,89Ba 2,96Bb 15Ba 14Ba
ITCA 120 pL 0,31Aa 0,32Ba 0,88Aa 0,83Ba 3,70Ba 3,69Aa 18Aa 17Aa

Média de 3 repeticbes. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (p < 0,05). Dominancia (Berger-Parker), diversidade (Shanon-Wiever), equitabilidade (Hill)

e riqueza (numero de bandas no DGGE).

71



4, Discussao

O tempo de fumigacado interferiu com 0s microrganismos e pode-se
afirmar que com o tempo de tratamento de dez dias, o disturbio foi maior.
Nesse maior periodo ha maior contato do ITCA com 0sS microrganismos,
causando assim as alteragcdes que resultaram na reducdo da fosfatase acida,
B-glicosidase, na respiracdo e no CBM. No caso da nitrificagédo e da fosfatase
acida, o disturbio se manteve até os dez dias. Os isotiocianatos, em contato
com as células dos microorganismos penetram passivamente para seu interior
(Zhang, 2004). Eles tém afinidade por regides thiol, amino e hidroxil das
proteinas, e a ligacdo do composto nestas regibes pode acarretar em
inativacdo ou ativacdo, dependendo da proteina. As proteinas ativadas sdo as
responsaveis pela destoxificacdo ou inducdo da apoptose da célula, as outras
proteinas sédo geralmente inativadas (Thornalley, 2002). Nas enzimas avaliadas
neste trabalho, a reducédo da atividade pode ser decorrente da sua inativacao
pelo ITCA, ou pela reducédo da quantidade de microrganismos. As enzimas sao
responsaveis por varios processos fundamentais na sobrevivéncia dos
microrganismos e, consequentemente, na qualidade do solo. Estas séo
responsaveis, dentre outras coisas, pela degradacdo de moléculas organicas
complexas em moléculas simples que podem ser assimiladas. As enzimas
extracelulares sdo responsaveis pela decomposicdo e mineralizacdo de
nutrientes no solo, disponibilizando-os também para as plantas e promovendo
assim a ciclagem de nutrientes no solo (Caldwell, 2005). Com a reducéo da
atividade das enzimas fosfatase acida, fosfatase basica e B-glicosidase pelo

ITCA, a ciclagem de nutrientes pelos microrganismos ficou prejudicada.

As (glicosidases podem ser encontradas em plantas, animais e
microrganismos e catalisam reacfes de hidrélise de maltose e celobiose, cujos
produtos sédo importantes fontes de energia para os microrganismos do solo
(Caldwell, 2005). O ITCA e o nematicida Terbufés reduziram a atividade desta
enzima, principalmente aos dez dias de tratamento. A reducéo da atividade da
B-glicosidase reduz a obtencdo de energia pelos microrganismos, e essa
menor fonte de energia causa a reducdo da populacdo dos mesmos. Isso &

coerente com a reducdo do carbono da biomassa dos microrganismos nos
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solos tratados. J4 se sabe que a aplicacdo do fumigante brometo de metila
reduz a atividade desta enzima em 70% (Ibekwe, 2004), e no caso do ITCA
aplicado a 120 pL kg™ de solo se obteve 85% de reducdo, no tempo de
fumigacdo de cinco dias. Alias, a dose de 120 pL kg™ pode ser considerada
prejudicial para a comunidade microbiana do solo, uma vez que seu efeito
sobre as variaveis avaliadas, CBM, nitrificacéo, as fosfatases e B-glicosidase foi

sempre de reducao nos teores das enzimas.

As fosfatases sdo fundamentais na mineralizacdo do fésforo e,
consequentemente, na ciclagem deste nutriente no ambiente. A reducdo da
atividade destas enzimas nao afeta somente a populacdo de microrganismos,
mas, também a disponibilidade de fésforo para as plantas, visto que a enzima
catalisa a hidrélise de fosforo organico ao fosforo inorgénico, forma que é
assimilada pelas plantas (Caldwell, 2005). Outros fumigantes como a
cloropicrina, o 1,3-dicloropropano, iodometano e metil-isitiocianato, causaram
reducdo na atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase acida, arilsulfatase
e B-glicosidase, mas comparando com o uso do brometo de metila, a atividade
destas enzimas foi maior na primeira semana apos a aplicacédo (Klose e Ajwa,
2004; Klose, Acosta-Martinez et al., 2006). Acredita-se que no caso de
substancias originadas de plantas com eficiéncia no controle de fitopatdgenos,
elas também provoquem essas alteragcbes na atividade de tais enzimas
presentes nos microrganismos do solo. Alguns estudos indicam que estas
interferéncias sdo menores quando comparadas com as provocadas por
produtos fumigantes sintéticos, pois normalmente aqueles compostos sao
incorporados ao solo com partes das plantas (tortas ou extratos vegetais),
fornecendo nutrientes para a microbiota do solo responder ao distarbio
causado, restabelecendo sua condicdo natural mais rapidamente (Gopal,
Gupta et al., 2007; Spyrou, Karpouzas et al., 2009).

No tratamento com 120 pL.kg’ de ITCA, a respiracédo basal do solo
reduziu proporcionalmente ao valor do carbono da biomassa. Na dose de 60 pL
de ITCA, o valor da respiracdo foi maior do que na testemunha, mas o carbono
da biomassa menor e esta elevacdo na respiracao podem ter sido ocasionados
por morte parcial das populacdes. Essa biomassa morta pode fornecer
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nutrientes, carbono e energia para as células sobreviventes, o que resulta em
aumento da respiracao.

A nitrificacdo potencial do solo foi aumentada de forma significativa na
dose de 120 pL de ITCA, enquanto outros tratamentos foram similares a
testemunha. Nessa dose de ITCA, provavelmente o desiquilibrio nas
populacdes de bactérias favoreceu o aumento da populacdo de bactérias
nitrificantes, visto que as populacdes tendem a ficar em equilibrio no solo.
Assim, quando ocorre reducdo de algumas populacdes, outras populacdes
tendem a aumentar. O sinergismo dos isotiocianatos 2-propenil (= alila — ITCA)
e dimethyl-sulphide resultaram no atraso do processo de desnitrificacédo
(Bending e Lincoln, 2000), em virtude da capacidade desses ITCA'’s se ligarem
as proteinas, alterando sua estrutura e funcionalidade (Amlinger, Gotz et al.,
2003; Brown e Morra, 2009).

O mecanismo de defesa da célula contra o isotiocianato, conhecido até o
momento, envolve a enzima glutationa S-transferase (Vanhaelen, Haubruge et
al., 2001). Esta enzima estad localizada no citosol da célula. Quando o
isotiocianato vai para o meio intracelular, ocorre ligacdo entre a enzima
glutationa e o isotiocianato, 0 que resulta na inativacdo do composto, que é
transportado para o exterior da célula. A composicdo da enzima glutationa-S-
transferase é composta pelos aminoacidos: acido glutamico, cisteina e glicina.
O aminoacido cisteina possui o radical SH (tiol), onde ocorrera a ligacdo com o
isotiocianato. Em eucariotos, o mecanismo de defesa € a destoxificacao,
expulsando o ITCA para fora da célula; presume-se que, em procarioto o
mecanismo deve ser semelhante. Assim como o tempo de fumigacéo utilizado
neste estudo, o mecanismo de destoxificacdo nao foi eficiente, pois as
alteracdes na fisiologia dos microrganismos foi evidenciada pela reducdo da

atividade da fostatase acida, fosfatase basica e a 3-glicosidase.

No geral, a utilizacdo do nematicida quimico (Terbufés) e do ITCA néo
alterou a estrutura da comunidade bacteriana do solo. Isso pode ser constatado
pela similariedade dos fingerprint de rDNA 16S e dos indices de diversidade,
riqueza, dominancia e equitabilidade estimados a partir da quantificagdo das
bandas do DGGE. As bactérias tém mecanismo de protecdo eficiente contra

condicbes adversas e compostos xenobidticos, além de serem de tamanho
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reduzido, colonizando pequenos poros do solo, o que lhes confere certa
protecdo. Os fungos, por sua vez, apresentaram maior vunerabilidade aos
compostos avaliados. Os tratamentos com ITCA e o Terbufés modificaram a
estrutura da comunidade de fungos. O fingerprint da comunidade apresentou a
maior quantidade de bandas nos tratamentos com ITCA e Terbufés, mas todos
os tratamentos apresentaram alta similariedade entre si (= 84%). O aumento do
namero de bandas do tratamento com ITCA na maior dose, independente do
tempo de fumigacgdao, resultou na reducao de algumas populacdes dominantes
no solo, favorecendo o rapido crescimento das populacbées menos sensiveis,

gue estavam em baixo namero.

Poucas informacdes sobre alteragbes na comunidade microbiana
proporcionada pela incorporacdo de plantas de Brassica spp. ao solo sdo
conhecidas. O patogeno de solo Rhizoctonia solani teve sua populacéo
reduzida pela acdo dos isotiocianatos de brassicas e pelo incremento de
microorganismos antagonistas presentes no solo (Cohen, Yamasaki et al.,
2005). Antagonistas residentes naturalmente no solo, como Streptomyces spp.
e Pseudomonas spp., apresentaram incrementos em sua populacdo apés a
incorporacao de Brassica napus (Cohen, Yamasaki et al., 2005; Brown e Morra,
2009; Oliveira, Dhingra et al., 2011). Assim como ocorra com a incorporacéo de
brassicas ao solo outros fumigantes como a cloropicrina, a populacdo de
bactérias gram negativas diminuiu apos 8 dias da aplicacdo (Yamamoto, Ultra
et al., 2008). Aplicacdo de metam sddio ao solo gerou um aumento no perfil de
acidos graxos de bactérias gram positivas e actinomicetes, mas reducdo na
populacdo bactérias gram negativas (Macalady, Fuller et al., 1998). Wang, Liu
et al. (2008), trabalhando com aplicacdo de metamidofés na dose de 23,8 mg

kg™ de solo, observou reducéo de 80% na populacéo de fungos cultivaveis.

O ITCA e o Terbufés inativaram ou mataram os nematdides presentes
no solo, independentemente do nivel tréfico do nematoide, visto que néo foi
recuperado nenhum nematdides nos tratamentos que recebera aplicacao
desses compostos, nos dois tempos de fumigacdo. Estudos com a aplicacéo

de ITCA no substrato de producdo de mudas nas mesmas doses inativaram o0s
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ovos de Meloidogyne exigua (Aguiar, 2008) e nematdides de vida livre também

foram sensiveis ao ITCA (Henderson, Riga et al., 2009).

5. Conclusdes

O isotiocianato de alila e terbufds interferiu na atividade metabdlica dos
microrganismos do solo.

Com o tempo de fumigacdo de dez dias, a reducdo da atividade das
enzimas fosfatase &cida, fosfatase bésica e [-glicosidase, carbono da
biomassa e respiracdo basal foi maior na dose de ITCA mais elevada (120 pL
kg'), portanto, houve reducdo na densidade de microrganismos no solo
tratado.

Pelas analises de fingerprint e os indices de riqueza, diversidade,
equitabilidade e dominancia, as comunidades bacterianas e fungicas do solo
ocorre distubio na comunidade microbiana pelos nematicidas terbufos e ITCA.

Conforme esperado, a comunidade de nematdides no solo foi reduzida
drasticamente com a aplicacdo do ITCA e do nematicida.

A fumigacdo com cinco dias na dose de 60 pL kg™ de ITCA é eficiente para
controlar os fitonematdides, e causa menor impacto na comunidade microbiana

do solo.
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Capitulo 3 - Recuperacao da atividade microbiana no solo apos
tratamento com isotiocianato de alila

1. Introducéo

Os fumigantes sdo usados no controle de fitopatdbgenos do solo desde
1869, com a aplicacdo do bissulfeto de carbono (Capinera, 2008). O brometo
de metila, o0 mais usado dos fumigantes, esta com sua comercializacéo proibida
em varios paises (Unep, 1998), inclusive no Brasil. Ndo existe no mercado
nenhum produto que possa substitui-lo com a mesma eficéncia, e estudos
sobre novas alternativas estdo em desenvolvimento. Incorporacao de partes de
plantas ou compostos bioativos derivados dessas plantas podem ser utilizados
como biopesticidas (Akhtar e Alam, 1993).

Diversas plantas sdo conhecidas por apresentarem substancias com
efeito nematicida e, ou nematostético (Ferraz e Freitas, 2004). Dentre essas,
merecem destaque as plantas da familia Brassicaceae, devido as
potencialidades de seu uso no controle de fungos, bactérias e nematdides
habitantes de solo (Drobnica, Zemanova et al.,, 1967; Brown e Morra, 1997,
Chen, Han et al., 2002; Dayan, Cantrell et al., 2009; Vig, Rampal et al., 2009;
Oliveira, Dhingra et al., 2011). Estudos sobre o impacto da incorporacdo de
partes ou de planta inteira de brassicas na comunidade microbiana do solo
mostraram que os isotiocianatos (ITCs) causam baixo impacto, em regides de
clima temperado (Cohen, Yamasaki et al., 2005; Henderson, Riga et al., 2009;
Mazzola e Zhao, 2010; Omirou, Rousidou et al., 2011; Wang, Hu et al., 2012).

O efeito dos ITCs, principalmente do isotiocianato de alila (ITCA)
proveniente do 6leo essencial de mostarda (OEM), vem sendo avaliado nessa
tltima década sobre diferentes fitopatégenos, como fungos (Dhingra, Costa et
al., 2004; Schurt, 2006), bactérias (Pontes, 2009) e nematdides (Lima, 2006;
Aguiar, 2008).

Mortalidade em mais de 90% dos juvenis de Meloidogyne incognita, M.
javanica, M. enterolobii e Heterodera glycines foi obtida em laboratério, e
estudos em condi¢cbes controladas revelaram 95% de reducgé&o na reproducéo
de M. exigua em cafeeiro, quando se usou o 6leo essencial de mostarda, que
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contém 95% de ITCA (Lima, 2006; Goulart, 2007; Aguiar, 2008). Pesquisas a
campo estdo ainda em fase inicial (Castro, 2010).

Acredita-se que haja algum impacto do ITCA sobre os microrganismos
do solo, principalmente nas condi¢des tropicais, mas o que se desconhece € se
a comunidade microbiana pode se restabelecer apos a sua aplicacdo e quanto
tempo a mesma leva para se recompor, ap0s a aplicacdo. O objetivo deste
trabalho foi estudar se hé recuperacdo da comunidade microbiana no solo apés
a aplicacao do ITCA.

2. Material e métodos

2.1. Aplicagéo do ITCA e Terbufos.

O isotiocianato de alila (ITCA) usado nos ensaios é oriundo do 6leo
essencial de mostarda (OEM — 95%), obtido de empresas alimenticias.

Amostras de trés quilos de solo das texturas argilosa, média e arenosa
foram tratadas com (ITCA) nas doses de 0 e 120 pL.Kg™ de solo, e Terbufés
(Terbufés 150 G) a 1g.Kg™ solo. Apds o tratamento, o solo foi colocado em
saco plastico vedado e acomodado em camara de crescimento com
temperatura controlada de 25 °C, permanecendo nesta condicdo por dez dias.
Decorrido este periodo, os sacos foram abertos e o solo dividido em cinco
por¢cBes colocadas em vasos plasticos de 1 litro (um vaso para cada tempo de
avaliacdo), permanecendo na temperatura citada anteriormente e estes eram
umedecidos periodicamente. As avaliagdes microbiologicas foram feitas em
intervalos de sete dias contados a partir do dia “zero” da abertura do saco
plastico, totalizando cinco avaliacbes. O experimento foi montado no
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial, com trés

repeticoes.
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2.2. Analises microbioldgicas

As andlises dos indicadores microbiolégicos foram conduzidas no
Laboratério de Andlises Microbiol6gicas do Solo — LAMISOL, Departamento de
Microbiologia — DMB, da Universidade Federal de Vicosa.

As analises de Carbono da biomassa microbiana (CBM), Respiracéo
basal, Atividade enzimatica (Fosfatase acida, Fosfatase basica, R—glicosidase e
Nitrificacdo potencial), Analise da diversidade genética (Extracdo de DNA total
do solo, PCR, Microrganismos marcadores do DGGE (Eletroforese em gel com
gradiente desnaturante), Processamento das imagens dos géis de DGGE, e as

analises de agrupamento foram realizadas como relatado no capitulo 1.

3. Resultados

Houve diferengca no teor de carbono da biomassa dos microrganismos
(CBM) entre as trés texturas, o qual decresceu a medida que se aumentou a
quantidade de areia no solo (Figura 1). O solo ndo-tratado exibiu tendéncia do
carbono da biomassa dos microrganismos ser mais elevada durante as quatro
semanas (Figura 1), exceto no solo arenoso, em que o CBM néo diferiu do
tratamento com ITCA ou Terbufos.

A respiracdo basal foi mais elevada no solo argiloso, mas em todos os
solos houve reducdo na taxa respiratéria ao longo do tempo, especialmente
quando se compara o dia zero e o 28° (figura 2). De forma geral, o tratamento
do solo com ITCA reduziu mais a respiracdo basal que os demais tratamentos
nos solos estudados.

Nas trés texturas, o solo ndo-tratado exibiu a tendéncia da atividade da
enzima [3-glicosidase ser mais elevada durante as quatro semanas (Figura 3),
mas a curva de atividade da enzima foi semelhante entre os tratamentos. Mais
uma vez, os niveis da B-glicosidase foram mais elevados no solo argiloso,
variando de 60 a 80 pg p-hitophenol.g™ solo.h™ aos 28 dias. Esses niveis nos
solos arenoso e de textura média foram menores em pelo menos 50%.

A atividade da enzima fosfatase acida nos solos tratados com o
nematicida Terbufds e ITCA foi crescente e similar ao solo ndo-tratado, até os

28 dias, exceto no solo de textura média, no qual a testemunha apresentou
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alguma reducéo de atividade (figura 4). No solo arenoso, a atividade da enzima
foi a mais baixa, e menos que a metade da atividade no solo de textura média
e trés vezes menor que no de textura argilosa.

Nas trés texturas, o solo ndo-tratado e os tratados com Terbufés ou
ITCA, exibiram tendéncia similar para a atividade da fosfatase basica (figura 5).
Essa atividade foi baixa nos solos arenoso e de textura média (em torno de 10
a 20 pg p-nitophenol.g™ solo.h'1), mas foi crescente no solo argiloso ao longo

do tempo atingindo valores de 220 pg p-nitophenol.g™* solo.h™.
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Figura 1- Carbono da biomassa dos microrganismos presente nos solos de
textura arenosa (A), média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila
(ITCA) ou Terbufés ou nao tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas
apos tratamento.
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Figura 2 - Respiracdo basal dos microrganismos presente nos solos de textura
arenosa (A), média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila (ITCA)
ou Terbufés ou nao tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas apos

tratamento.
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Figura 3 - Atividade da atividade da enzima B-glicosidade em solos de textura
arenosa (A), média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila (ITCA)
ou Terbufés ou nao tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas apos

tratamento.
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Figura 4- Atividade da enzima fosfatase acida em solos de textura arenosa (A),
média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila (ITCA) ou Terbufos
ou néo tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas ap0s tratamento.
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Figura 5- Atividade da enzima fosfatase basica em solos de textura arenosa
(A), média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila (ITCA) ou
Terbufés ou ndo tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas apos

tratamento.
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No solo de textura arenosa, o tratamento com ITCA causou pequeno
aumento na taxa de nitrificacdo e o Terbufés ndo a afetou (figura 6A). No solo
de textura média, a tendéncias da taxa de nitrificacdo potencial do solo foi
semelhante entre os tratamentos, e se manteve nas quatro semanas (figura
6B). No solo de textura argilosa, observou-se aumento na taxa de nitrificacédo
potencial para todos os tratamentos aos 28 dias, embora houvesse decréscimo
da taxa no meio do periodo (por volta do 14 dias). A testemunha e o Terbufds
exibiram as mais altas taxas de nitrificacdo (figura 6C).

No inicio do tratamento, o fingerprint da comunidade de fungos
presentes no solo de textura média tratado com ITCA ou Terbufds, exibiu 80%
de similaridade com a testemunha (figura 7). No solo de textura arenosa, 0
fingerprint nos tratamentos com ITCA e terbufés apresentaram 75% e 85% de
similariedade com o da testemunha, respectivamente. No solo de textura
argilosa, o fingerprint dos tratamentos com ITCA e nematicida apresentou
similaridade maior ou superior a 90% em relagdo a testemunha.

Aos sete dias apOs a fumigacdo, os fingerprints da comunidade de
fungos nos solos de textura argilosa e média, tratados com ITCA,
apresentaram similaridade de 63% com a testemunha, quase igual a
similariedade entre a testemunha e o solo tratado com o Terbufds, que foi de
70% (Figura 8). No solo de textura arenosa, a similaridade entre os fingerprints
das comunidades de fungos nos solos tratados com ITCA ou Terbufés e a
testemunha foi de 50% e 60%, respectivamente.

Aos 14 dias apés a fumigacéo, o fingerprint da comunidade de fungos no
solo de textura argilosa tratado com ITCA apresentou 80% de similaridade com
a testemunha e o tratado com Terbufos apresentou 73% de similaridade (figura
9). No solo de textura média os tratamentos com ITCA e Terbufés apresentou
similaridade com a testemunha de 90% e no solo de textura arenosa o
tratamento com ITCA apresentou 80% de similaridade com a testemunha e o

tratado com Terbufés 95% de similaridade.
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Figura 6- Atividade da nitrificacdo potencial em solos de textura arenosa (A),
média (B) e argilosa (C), tratados com isotiocianato de alila (ITCA) ou Terbufos
ou néo tratado (testemunha), ao longo de quatro semanas apds tratamento.
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Figura 7- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade fangica dos solos tratados com isotiocianato de
alila (ITCA) e o nematicida Terbufés logo apds o tratamento. As diferencas
entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade, calculada pelo
coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento pelo método néo
ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas (UPGMA). (ITCA
isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema = Terbufds; are, arg e med
solo de textura arenosa, argilosa e média, respectivamente; repl, 2 e 3
repeticoes).
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Figura 8- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade fungica dos solos tratados com isotiocianato de
alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos sete dias ap0s o tratamento. As
diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Figura 9- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade fungica dos solos tratados com isotiocianato de
alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos quatorzes dias apds o tratamento. As
diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Figura 10- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade fungica dos solos tratados com isotiocianato de
alila (ITCA) e o nematicida Terbufos aos vinte e um dias ap0s o tratamento. As
diferencas entre os perfis sao indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Com 21 dias apos a fumigacao, o solo argiloso tratado com ITCA e o
nematicida apresentaram similaridade de 55% com a testemunha (figura 10).
J& nos solos de texturas média e arenosa 0s tratamentos apresentaram
similaridade entre si de 290%. No final da avaliacdo, aos 28 dias apds a
fumigacéo, a aplicacdo de ITCA e do Terbufés no solo argiloso apresentou
similaridade de 78% com a testemunha, e os solos de textura média e arenoso
os tratamentos com ITCA e Terbufés apresentaram similaridade igual ou
superior a 80% em relacdo a testemunha (figura 11).

O fingerprint da comunidade bacteriana do solo no inicio do ensaio
exibiu os seguintes resultados: no solo arenoso os tratamentos com ITCA e
nematicida apresentaram similaridade com a testemunha de 90% (figura 12).
No solo de textura média a similaridade foi de 75% e no solo de textura argilosa
a similaridade dos tratamentos com a testemunha foi de 85% e entre os
tratamentos de 90%. Aos sete dias ap0s a fumigacdo os tratamentos no solo
de textura média apresentaram similariedade de 100%, no solo de textura
argilosa, a similaridade foi de 96% e no solo de textura arenosa, a similaridade
do tratamento com nematicida e a testemunha foi de 90%, mas foi de 93% em
relacdo ao tratamento com ITCA (figura 13).

Apéds 14 dias de fumigacdo o tratamento com ITCA no solo de textura
arenosa apresentou similaridade com a testemunha de 84% e no tratamento
com nematicida, a similaridade foi de 98% (figura 14). No solo de textura média
o tratamento com nematicida apresentou similaridade com a testemunha de
84% e para o tratamento com ITCA apresentou 86% de similaridade, ja para o
solo de textura argilosa, os tratamentos apresentaram 85% de similariedade
entre si.

Aos 21 dias apds a fumigacao, o fingerprint da comunidade bacteriana
do solo obteve para o solo argiloso quando submetido ao tratamento com ITCA
85% de similaridade com a testemunha, e a aplicagdo do nematicida

apresentou 75% (figura 15).
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Figura 11- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade fungica dos solos tratados com isotiocianato de
alila (ITCA) e o nematicida Terbufds aos vinte e oito dias ap0s o tratamento. As
diferencas entre os perfis sao indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeti¢des).
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No solo de textura média a aplicacdo de ITCA apresentou similaridade
com a testemunha de 75% e o nematicida 85%, e no solo de textura arenosa
os tratamentos com ITCA e nematicida apresentaram similaridade com a
testemunha de 75% (figura 15). No final da avaliacdo, aos 28 dias apés a
fumigacédo, o tratamento com ITCA no solo de textura argilosa apresentou
similaridade com a testemunha de 85% e o nematicida 90% (figura 16). No solo
de textura média apoOs tratamento com nematicida o fingerprint € igual a
testemunha e o ITCA apresentou 80% de similaridade, j4 para o solo arenoso o
nematicida teve 77% de similaridade com a testemunha e o tratamento com
ITCA 95% de similaridade.
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Figura 12- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade bacteriana dos solos tratados com isotiocianato
de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos zero dia apds o tratamento. As
diferencas entre os perfis sao indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Figura 13- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade bacteriana dos solos tratados com isotiocianato
de alila (ITCA) e o nematicida Terbufos aos sete dias ap6s o tratamento. As
diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Figura 14- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade bacteriana dos solos tratados com isotiocianato
de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos quatorzes dias apds o tratamento.
As diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeti¢des).
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Figura 15- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade bacteriana dos solos tratados com isotiocianato
de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos vinte e um dias apos o tratamento.
As diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Figura 16- Dendrograma construido com os perfis de bandas do DGGE
produzidas pela comunidade bacteriana dos solos tratados com isotiocianato
de alila (ITCA) e o nematicida Terbufés aos vinte e oito dias ap0s o tratamento.
As diferencas entre os perfis sdo indicadas pela porcentagem de similaridade,
calculada pelo coeficiente de similaridade de Dirce e analise de agrupamento
pelo método ndo ponderado de conjunto de pares por médias aritiméticas
(UPGMA). (ITCA = isotiocianato de alila, Test = testemunha e Nema =
Terbufés; are, arg e med = solo de textura arenosa, argilosa e média,
respectivamente; repl, 2 e 3 = repeticdes).
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Os valores dos indices de dominancia, diversidade e equitabilidade para a
comunidade de fungos do solo foram similares entre os tratamentos e texturas
dos solos estudados no decorrer do tempo (tabela 1). A equitabilidade
decresceu ligeiramente no decorrer do tempo, mas tendeu a se equilibrar
posteriormente. Considerando a populagcéo bacteriana, o indice de dominancia
foi crescente para todos os tratamentos, independente da textura do solo, mas
o indice cresceu menos no solo argiloso (tabela 2). Pelo indice de diversidade,
os solos tratados ou ndo exibiram reducéo de valores, mas percebe-se que ha
tendéncia de equilibrio aos 28 dias, quando comparado com o inicio do ensaio.
Informacdo semelhante foi observada com a equitabilidade. Quanto ao indice
de rigueza das bactérias, houve decréscimo especialmente nos sete primeiros
dias, mas a reducdo do indice diminuiu até o 28° dia, para todos o0s
tratamentos. Nao houve variacdo sensivel nesses indices, quando o tratamento
ocorreu no solo argiloso, arenoso ou de textura média. Pelo agrupamento das
bandas resultantes do DGGE de fungos em todas as épocas de avaliacdo
verificou-se a formacgao de dois grupos divergindo em 100% (figura 17). Os dois
grupos formados apresentaram alta divergéncia entre os tratamentos ao longo
do tempo, ndo formando grupos pela aplicacdo de ITCA ou Terbufés ao solo,
mas a tendéncia de formar grupos pela data de avaliacdo, mostrando que o
processo de fumigacdo (incubacdo do solo) por si s6 afetou a dinamica,

colonizacéo e recolonizacdo dos fungos no solo.
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Tabela 1 — Indices de dominancia, diversidade, equitabilidade e riqueza para populacio de fungos no solo tratado com
isotiocianato de alila (ITCA) ou Terbufds, ou nado tratado, ao longo de quatro semanas, em solo arenoso , argiloso e de textura
média .

Dominancia Diversidade Equitabilidade Riqueza
Tratamentos Dias
0 7 14 21 28 O 7 14 21 28 O 7 14 21 28 0 7 14 21 28

ARENOSO

Testemunha 0,2 03 04 02 03 09 07 07 09 08 44 37 34 45 35 8 6 5 9 9

Terbufés 02 02 04 03 04 09 09 06 08 07 43 45 33 40 32 8 8 5 8 6

ITCA 03 02 04 02 04 08 10 06 09 07 41 48 33 45 35 7 11 5 9 7

MEDIA

Testemunha 0,2 02 03 02 03 09 10 08 09 09 48 50 37 47 40 9 11 8 10 9

Terbufés 02 02 04 02 04 09 11 06 09 07 44 50 32 43 31 9 13 5 10 7

ITCA 02 02 04 02 03 10 10 07 09 09 49 50 31 46 40 11 12 6 10 9
ARGILOSA

Testemunha 0,2 02 04 04 04 10 10 O7 06 0,7 47 47 35 33 35 10 11 6 4 7

Terbufés 02 02 03 03 02 09 10 07 08 09 45 51 35 41 42 9 12 5 8 9

ITCA 02 01 04 03 03 09 10 06 07 08 46 53 33 35 39 9 12 5 7 7

Média de 3 repeticdes. Dominancia (Berger-Parker), diversidade (Shanon-Wiever), equitabilidade (Hill) e riqueza (nimero de
bandas no DGGE).
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Tabela 2 — indices de dominancia, diversidade, equitabilidade e riqueza para populacdo de bactérias no solo tratado com
isotiocianato de alila (ITCA) ou Terbufés ou ndo tratado, ao longo de quatro semanas, em trés texturas de solos

Dominancia Diversidade Equitabilidade Riqueza
Tratamentos Dias
O 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
ARENOSO
Testemunha 0,14 0,19 0,25 0,36 0,27 1,2 10 0,8 0,6 0,7 58 49 41 36 3,7 22 12 8 5 5
Terbufés 0,14 0,16 0,26 0,24 0,17 1,2 10 0,8 0,8 09 56 50 39 40 46 21 11 7 8 8
ITCA 0,15 0,18 0,25 0,26 0,28 1,2 10 09 08 08 53 48 40 39 38 18 11 9 8 7
MEDIA
Testemunha 0,14 0,24 0,23 0,27 0,27 1,3 0,8 0,5 0,8 0,7 6,2 41 23 39 39 246 8 7 6
Terbufds 0,18 0,22 0,24 0,29 0,22 1,2 0,8 09 0,7 0,8 55 41 41 39 41 218 9 7 7
ITCA 0,13 0,29 0,34 0,28 0,20 1,4 0,8 08 0,8 08 6,8 39 36 39 43 298 7 7 8
ARGILOSA
Testemunha 0,11 0,25 0,29 0,24 0,24 1,4 08 0,7 0,8 08 7,1 42 36 41 40 307 7 7 8
Terbufds 0,10 0,29 0,30 0,26 0,24 1,5 0,7 08 0,8 08 75 39 38 38 41 356 8 7 7
ITCA 0,14 0,35 0,28 0,25 0,19 1,3 0,8 0,8 09 0,9 60 35 39 42 43 247 8 8 8
Média de 3 repeticdes. Dominancia (Berger-Parker), diversidade (Shanon-Wiever), equitabilidade (Hill) e riqueza (nimero de

bandas no DGGE).
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Figura 17 - Dendrograma baseado no numero e posi¢cao das bandas do DGGE
de fungo a partir das Figuras 7 a 11. Coeficiente de correlacdo de Pearson e
método ndo ponderado de par de média aritimética (UPGMA) foram utilizados
para construir o dendrograma. Valores P bootstrap foram calculados com base
em 1000 reamostragem usando o pacote pcclust do programa estatistico R
conforme metodologia proposta por Ishii, Kadota et al. (2009). A primeira letra
do nome do ramo significa o tratamento (I=ITCA, N=Terbufés e
T=Testemunha), a segunda e terceira letras significam a textura do solo
(a=arenoso, ag=argiloso e m=média) e 0s numeros significam o numero de
dias apos o tratamento.

O agrupamento do DGGE de bactérias em todas as épocas de avaliacdo
acarretou a formacao de quatro grupos divergindo em 90% (figura 18) e um
tratamento divergindo 100% dos demais. Os trés grupos formados apresentam
alta divergéncia entre os tratamentos ao longo do tempo, ndo formando grupos
pela aplicacdo de ITCA ou Terbufés ao solo. Dois grupos foram formados pela
época de avaliacdo (tempo 0 e 21). Os dois grupos restantes foram uma

mistura de tempo e tratamentos agrupados.
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Figura 18 - Dendrograma baseado no numero e posi¢cao das bandas do DGGE
de bactéria a partir das Figuras 12 a 16. Coeficiente de correlacdo de Pearson
e método ndo ponderado de par de média aritimética (UPGMA) foram utilizados
para construir o dendrograma. Valores P bootstrap foram calculados com base
em 1000 reamostragem usando o pacote pcclust do programa estatistico R
conforme metodologia proposta por Ishii, Kadota et al. (2009). A primeira letra
do nome do ramo significa o tratamento (O=ITCA, N=Nematicida e
T=Testemunha), a segunda e terceira letra significam a textura do solo
(a=arenoso, ag=argiloso e m=media) e os numeros significam quantos dias
apos a fumigacao estava o tratamento.

4. Discussao

De uma maneira geral houve recomposicdo da CBM nos solos tratados
aos 28 dias do tratamento com ITCA, resultando em menor impacto negativo
sobre a microbiota do solo. Em trabalhos com a incorporagdo de farinha
desengordura de semente de mostarda, a microbiota do solo ndo foi alterada
ao longo do tempo, mostrando que outros produtos da mostarda ndo causam
desequilibrio por longos periodos (Lima, 2006; Schurt, 2006). No solo arenoso,
com a aplicacdo do terbufés e do ITCA néo foi detectado grande alteragdo no
CBM em nenhuma das épocas de avaliacdo, pois neste solo os

microrganismos estavam em pequeno namero (Chau, Bagtzoglou et al., 2011).
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Em solos de textura arenosa, o efeito do ITCA foi menor do que em
solos de textura argilosa, pois em solos de textura arenosa 0s microorganismos
presentes ali estdo adaptados as condi¢des adversas, como a falta de 4gua e
nutrientes (Chau, Bagtzoglou et al., 2011). No solo arenoso pelas adaptacdes
dos microrganismos presentes no final da avaliacdo apresentou a biomassa
dos microrganismos nos tratamentos igual ou superior a testemunha sem
aplicacdo, o que néo foi observado nos solos de textura média e argiloso. Nos
solos de textura média e argilosa a quantidade e diversidade naturalmente de
microrganismos presentes sao maiores e com a aplicacdo de compostos
quimicos, as alteracdes na comunidade microbiana sdo mais faceis de serem
mensuraveis. Em solos com alto teor de argila, para o controle de inseto de
solo, a dose necessaria para controlar 290% foi maior em comparagdo aos
solos com baixo teor de argila (Matthiessen e Shackleton, 2005), o que nao foi
observado neste estudo para alteracdo da comunidade microbiana.

Com o aumento do CBM ao longo do tempo é observado aumento a
respiracdo basal, o aumento da respiracdo foi devido a maior quantidade de
microrganismos presentes nos solos. O aumento da respiracdo basal dos solos
tratados com nematicida e ITCA, independente da textura estudada foi
observada, a atividade dos microrganismos degradando o xenobiético presente
na amostra, ocorre aumento na respiracao, pois para degradar os compostos
ocorre muito gasto de energia (Austin, Castro et al., 2009; Gimsing, Strobel et
al., 2009). Trabalho com a incorporacdo da planta de brassicas ao solo é
relatado reducéo da respiracdo basal, mas estas avaliac6es foram logo apés a
incorporacao do material fresco ao solo (Omirou, Rousidou et al., 2011). Em
solos com maiores teor de argila a degradacéo do isotiocianato € mais rapida
(Gimsing, Strobel et al., 2009), assim nos solos de textura média a argilosa,
além da maior quantidade de microrganismos presentes, ocorre maior
velocidade da degradagcédo dos mesmos. Nestes solos a respiracdo basal dos
tratamentos se igualou a testemunha aos 14 dias quando provavelmente os
xenobidticos aplicados tinham sido totalmente degradados. Em estudos com
fumigantes sintéticos (Vapam sodico, Brometo de metila e Cloropicrina),
resultados similares foram encontrados para o carbono da biomassa e a

respiracdo, sendo que demoraram mais para igualar a testemunha nestes
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trabalhos (Klose e Ajwa, 2004; Stromberger, Klose et al., 2005; Yamamoto,
Ultra et al., 2008)

A atividade da enzima B-glicosidade foi reduzida no solo de textura
arenosa pela aplicagdo do ITCA, e sua atividade foi aumentando com o tempo,
igualando a testemunha aos 21 dias. O nematicida ndo alterou a atividade
neste solo e o comportamento da atividade desta enzima seguiu o0 mesmo da
biomassa, pois esta enzima esté relacionada ao ciclo do carbono. Nos solos de
textura média e argilosa, a aplicacdo do nematicida e do ITCA reduziu a
atividades desta. Com a reestruturacdo da quantidade de microrganismo
presente no solo pela aplicacdo do ITCA e nematicida, a quantidade que foi
produzida da enzima B-glicosidade também foi reduzida, assim estes produtos
nao inibem a atividade desta e assim matam 0S microrganismos que a
produzem. Em trabalhos com outros xenobiéticos, a atividade da enzima [3-
glicosidade foi reduzida, como a aplicacdo de brometo de metila, extratos
vegetais (Klose, Acosta-Martinez et al.,, 2006; Yamamoto, Ultra et al., 2008),
visto que estes produtos também matam grande quantidade dos
microrganismaos.

A incorporacdo de tecidos de brassicas no solo e outras fontes de
matéria organica no solo aumentaram a atividade desta enzima (Klose e
Tabatabai, 2002; Pellerin, Mollier et al., 2007; Passos, Dos Reis et al., 2008;
Omirou, Rousidou et al., 2011), visto que estes estdo relacionados ao ciclo do
carbono com a degradacdo da matéria organica, mesmo que estes materias
incorporados contenham substancias que matenham os microrganismos. Os
microrganismos resistentes sao favorecidos e aumentam rapidamente sua
populacao e, consequentemente, a producao desta enzima (Galletti, Sala et al.,
2008; Rahmanpour, Backhouse et al., 2009; Gabler, Mercier et al., 2010).

A atividade da enzima fosfatase acida no solo arenoso foi crescente até
14 dias apés a fumigacdo, ocorrendo queda aos 21 dias e aumentou
novamente aos 28 dias, indenpendente do tratamento. Os tratamentos com
nematicida e ITCA diminuiram a atividade desta enzima até os 14 dias apoés a
fumigacdo. Nos solos de textura média e argiloso, ocorreu reducdo da atividade
da enzima até os 21 dias ap6s a fumigacao, sendo que no solo de textura

média aos 28 dias a atividade da enzima nos tratamentos era igual a
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testemunha. Nos trés tipos de solos estudados observou aumento da atividade
da enzima ao longo do tempo. Os microrganismos para a degradacdo dos
xenobidticos precisam de energia (ATP), assim ocorre aumento da atividade da
enzima fosfatase acida ao longo do tempo e este comportamento é observado
para outros xenobioticos (Klose e Ajwa, 2004).

A atividade da enzima fosfatase basica nos tratamentos com ITCA e
nematicida no solo arenoso ocorreu reducado de 50% na primeira avaliacao,
aumentando a atividade ao longo do tempo, e aos 14 dias houve aumento de
50% da atividade em relacdo a testemunha, mantendo este valor elevado no
tratamendo com nematicida aos 21 dias e o tratamento com ITCA reduziu a
atividade igualando a testemunnha mantendo este valor aos 28 dias. J& nos
solos de textura média e argiloso, o comportamento da atividade da enzima
fosfatose basica foi igual a testemunha, exceto quando do tratamento com
ITCA no solo de textura média aos zero dias apdés a fumigacdo, onde a
atividade foi 350% maior que a testemunha. No solo arenoso, onde a
quantidade de nutrientes é menor, os microrganimos para a degradacdo dos
xenobidticos produzem maior quantidade de fosfatase basica, mesmo em solos
acidos, para obtencdo de maior quantidade de fosforo. Nos solos onde a
abundancia de nutrientes € maior ndo ha necessidade deste incremento na
producéo da enzima fosfatase béasica para maior disponibilidade de fésforo.

A populacdo de bactérias nitrificantes do solo teve incremento com a
aplicacao do ITCA e nematicida nos solos de texturas arenosa e média. A taxa
de nitrificantes no solo de textura arenosa foi maior em todos os tempos
estudados quando este foi tratado com ITCA; jA com nematicida aos 28 dias
apos a aplicacdo, a taxa estava menor que a testemunha. Nestes solos, a
populacdo das bactérias nitrificantes é pequena. No solo de textura argilosa, a
populacdo de bactérias nitrificantes é alta e com a aplicacdo do ITCA e o
nematicida houve reducdo da mesma no tempo de zero dia, mas a populacao
voltou rapidamente a sua condicdo natural, pois aos 7 dias a taxa de
nitrificacéo estava igual a testemunha, permanecendo nesta condicao até os 21
dias, sendo que na ultima avaliacdo a taxa de nitrificagdo na testemunha é
maior. Com a incorporacdo de tecidos de brassicas ocorre estimulo da

nitrificacdo do solo (Ryan, Kirkegaard et al., 2006), o incremento de nitrogénio
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oriundo das brassicas (tecido) favorece o crescimento da populacdo de
bactérias nitrificantes (Ryan, Kirkegaard et al., 2006; Snyder, Johnson-Maynard
et al., 2010). A aplicacdo do isotiocianato de fenil provoca redugédo da
nitrificacdo do solo (Bending e Lincoln, 2000) em solos com alto teor de argila,
corroborando com os resultados obtidos. Em solos com pouco teor de argila,
onde a populacdo de bacterias nitrificantes € menor, o desequilibrio causado
pelo isotiocianato pode favorecer o crescimento destas bactérias, pois com a
morte de parte da populacdo microbiana ha liberacdo do conteldo
citoplasmatico para a solucdo do solo, enriguecendo a disponibilidade de
nutrientes. O grande incremento da populacdo no solo arenoso apés os 14 dias
coincide com o maior valor da quantidade de carbono da biomassa.

O dendrograma construido ao longo do tempo ocorre agrupamento dos
tratamentos em cada época de avaliacdo, evidenciando que o processo de
incubacdo (periodo de fumigacdo) do solo afeta a diversidade de fungos.
Durante o processo de incubacédo, o solo colocado em saco plastico fechado
cria um ambiente com alta concentracdo de CO,, visto que a respiracéo basal
do tempo O é elevada, com aumento da CO, ocrescimento dos fungos fica
prejudicado e a distribuicdo do fungo no solo ndo seja homegénea. Apds a
abertura, os fungos presentes no solo voltam a crescer normalmente, assim
quando analisa o fingerprint no tempo, pode-se agrupar por datas, este
comportamento também foi encontrado para a comunidade bacteriana do solo.

O fingerprint (DGGE) da comunidade de fungos apés a aplicacdo do
ITCA observa-se reducéo da intensidade de algumas bandas e o incremento
de outras, evidenciando o disturbio causado na comunidade fangica do solo.
Quando analisados a dominancia e equitabilidade ocorre incremento do indice
no solo arenoso quando tratado com ITCA. O incremento na dominancia de
algumas populagfes de fungo € devido alguns serem resistentes ou tolerantes
ao isotiocianato, como Sclerotinia sclerotiorum (Rahmanpour, Backhouse et al.,
2009) e Trichoderma spp. (Galletti, Sala et al., 2008). O nematicida Terbufos
também ocasionou disturbio a comunidade igual ao ITCA, ndo houve diferenca
no disturbio em funcdo da textura do solo. A maior diferenca no fingerprint foi
encontrado aos 7 e 28 dias apds a fumigacédo, pois com o passar do tempo

houve restruturacdo da comunidade de fungo do solo. A incorporacdo de
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repolho ao solo ocasionou reestruturacdo da comunidade de fungo do filo
ascomycota, sendo que a comunidade foi agrupada também pelos dias de
avaliacao e ndo houve perda da diversidade e riqueza (Omirou, Rousidou et al.,
2011), corroborando com os resultados deste trabalho. A aplicacdo de ITCA ou
Terbufés ao solo ndo altera de forma significativa a comunidade fungica do
solo, pois com o tempo esta tende a voltar a sua composicdo natural, com a
distribuicdo ndo homogénea de fungo no solo, onde houve alta similaridade
entre os tratamentos e pouco agrupamento das repeticdes, independente do
tratamento e tipo de solo.

A comunidade bacteriana do solo durante o processo de fumigacao, com
a elevacdo da concentracdao de CO, durante a fumigacdo propicia o
crescimento de bactérias anaerébicas, independente do tratamento e do tipo de
solo, foi encontrado valor de riqueza e diversidade maior aos zero dia apos a
fumigacdo, do que as outras datas de avaliacdo, pelo aumento da populacéo
destas bactérias anaerdbicas. O fingerprint em todos os tempos que foram
avaliados foi encontrado similaridade superior a 75% entre os tratamentos e
texturas do solo. A aplicacéo do ITCA e Terbufés ao solo reduz o tamanho da
populacdo bacterina, mas como as bactérias se multiplicam rapidamente nao
foi detectado grandes variagbes. As pequenas variagcdes encontradas foram em
poucas bandas no DGGE, mostrando especificidade dos compostos quimicos
por determinados grupos de bactérias. O isotiocianato, quando incorporado
com o tecido da planta, favorece a comunidade bacteriana do solo, pois a
degradacdo deste composto ocorre principalmente por este grupo de
microrganismo (Rumberger e Marschner, 2003; 2004; Ryan, Kirkegaard et al.,
2006), ou utilizam nitrogénio oriundo da degradacdo do isotiocianato ou do
tecido vegetal da Brassica (Ryan, Kirkegaard et al., 2006). Outros fumigantes
utilizados para o controle de patdgenos do solo afetam mais a comunidade de
fungo e pouco a comunidade de bactéria do solo (Klose e Ajwa, 2004;
Yamamoto, Ultra et al., 2008; Niemi, Heiskanen et al., 2009; Zhang, Xu et al.,
2010; Omirou, Rousidou et al., 2011).
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5. Conclusao

O ITCA e o terbufés reduzem o CBM dos solos, mas ha a tendéncia de
se normalizar em periodo de tempo superior a 28 dias.

A respiracdo basal dos microrganismos é aumentada em relacdo a
testemunha quando s&o aplicados ITCA e nematicida, mas nos solos de textura
média e argiloso, aos 14 dias ap0s o tratamento, tendeu voltar a condicdo
natural; 0 mesmo ndo aconteceu no solo de textura arenosa.

Ocorre reducédo da atividade da enzima -glicosidase nos solos tratados
com ITCA e Terbufés em relacdo ao solo testemunha, ndo restabelecendo a
condicdo natural ou igual a testemunha até os 28 dias apds a fumigagdo. A
enzima fosfatase acida teve sua atividade reduzida nas trés texturas de solos
tratados com ITCA e Terbufés, sendo que no solo de textura arenosa a
atividade da enzima dos tratamentos ficou igual a testemunha aos 21 dias apos
a fumigacgéo.

A atividade da enzima fosfatase basica ndo apresentou grandes
variagbes com os tratamentos.

Em solos com teor de argila baixo (textura média e arenosa), a aplicagédo
do ITCA e Terbufds estimulou a nitrificacdo potencial nos solos de diferentes
texturas.

A nitrificacdo potencial seguiu o mesmo padrdo nos solos tratados ou
nao, mas tendeu a ser maior no solo de textura argilosa, com menor impacto
sobre a atividade microbiana.

N&o houve perda da diversidade de fungo e bactéria nos solos tratados
com ITCA e Terbufés.

A utilizagdo do ITCA para controle de nematoides, ndo afeta a ecologia
microbiana do solo, pois a partir do periodo de 28 dias, espera-se a
normalizacédo da atividade dos microrganismos, visto que a diversidade nao foi

afetada.
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Conclusdes Gerais

O ITCA interferiu na atividade metabdlica e quantidade dos microrganismos,
principalmente no solo de textura argilosa, pois as maiores alteracdes dos
indicadores microbioldgicos em relacdo a testemunha foi mensurada neste
solo. A comunidade de nematoide do solo foi reduzida drasticamente com a
aplicacédo do ITCA, independente do nivel tréfico do nematoide. A utilizacdo do
ITCA para o controle de nematoides ndo causa alteracdes permanentes na
comunidade microbiana do solo e nos indicadores microbiologicos, pois em
curto espaco de tempo estes voltam a sua condi¢ao natural. A recomendacéo
do ITCA para controle de fitonematoides é eficiente no controle dos mesmos e

nao causa impacto negativo permanente no ecossistema solo.
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