Capitulo 6

Amostragem de solo para analises bioldgicas

Ragquel Ghini, Sueli dos Santos Freitas ¢
Anibal Ramadan Oliveira

Atividades agricolas provocam significativos impactos na biota
do solo. Por esse motivo, os organismos habitantes do solo constituem
importantes indicadores de alteracoes ambientais. Existe um grande nimero
de variaveis bioldgicas que podem ser quantificadas em amostras de solo para
estudos de qualidade ambiental em areas agricolas. Entre as mais utilizadas
estao a densidade, a freqiiéncia, a atividade e a biomassa de organismos.
Essas variaveis representam importantes aspectos ecolégicos, como a
distribuicao de populacées e a diversidade de espécies, informando sobre
processos biolégicos e interacao de organismos nas areas investigadas. Neste
capitulo, pelas caracteristicas peculiares de seu estudo, os organismos do
solo serao didaticamente divididos em microrganismos, compreendendo algas,
bactérias e fungos do solo, e macrorganismos, ou componentes da fauna do
solo, compreendendo protozoarios, nematdides, enquitreideos, minhocas,
acaros e colémbolos do solo.

Andlises biolégicas podem ser baseadas tanto em pequenas
quantidades de solo mantidas em laboratério com algum fim especifico quanto
em areas estabelecidas no campo. Embora no primeiro caso todo o solo possa
ser analisado em experimentos laboratoriais, a coleta e a contagem de todos
os individuos de uma populacao ou comunidade presentes em uma determinada
area no campo é praticamente impossivel. Assim, apenas uma pequena parte
dos individuos, ou uma amostra, pode ser avaliada quanto as varidveis de
interesse, permitindo inferéncias sobre os resultados para a populacao ou

comunidade como um todo. Mesmo no caso de experimentos laboratoriais, o
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solo levado ao laboratério provavelmente deve representar uma area no campo,
em cuja amostragem geralmente ocorrem falhas. Embora os problemas
relacionados as etapas de coleta, transporte e armazenamento de amostras sejam
freqlientemente ignorados, tais atividades influenciam diretamente os resultados.
Conseqlientemente, o planejamento da amostragem deve ser cuidadoso, uma
vez que a precisdo das estimativas obtidas depende do grau de erro dos
procedimentos analiticos e do quao representativas sdo as amostras.
Quando a distribuicao espacial dos organismos visados na area é ao
acaso, os erros de amostragem podem ser mantidos dentro de limites razoaveis.
Porém, quando a distribuicdo nao é ao acaso, uma acurada amostragem torna-se
mais dificil e os resultados podem ser invalidos. A distribuicao de organismos no
solo é influenciada por muitos fatores, como alimento, 4gua, profundidade, raizes
e interacdo com outros organismos, e assim raramente apresenta-se ao acaso.
Inimeras vezes recorre-se a andlise quimica de varidveis ligadas direta ou
indiretamente a presenca ou a atividade de organismos, como, por exemplo, o
carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana, a atividade respiratéria do solo e
a disponibilizacao de alguns nutrientes. Nesses casos, os cuidados com a tomada
de amostras tornam-se bastante semelhantes aos recomendados para as analises
de fertilidade do solo. Entretanto, tais procedimentos ndao sdo adequados em
outros tipos de andlises e alguém que se propusesse a definir métodos especificos
para a amostragem de todos os organismos em cada uma das situacoes possiveis
teria diante de si uma tarefa extremamente dificil. No entanto, em muitos dos
casos, as amostragens de solo para analises biolégicas em areas agricolas
apresentam aspectos comuns, os quais serao abordados neste capitulo juntamente

com os problemas referentes a cada procedimento adotado.

6.1. Representatividade da amostra

O primeiro ponto que se pode questionar é a representatividade
da amostra em relacdo a area. Quanto a esse aspecto, do ponto de vista
pratico, a amostragem para fins de andlises bioldgicas guarda semelhancas
com a que é feita para andlise da fertilidade do solo, como por exemplo, de

nitrogénio, assunto abordado em outro capitulo deste livro.
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Deve-se lembrar que quanto mais homogénea for a area que se
deseja representar com uma amostra, mais representativa sera essa amostra.
Assim, uma primeira recomendacéao serd dividir a area total de interesse em
subareas semelhantes quanto ao maior nUmero possivel de caracteristicas
definiveis. Para tanto, a obtencao de informacdes detalhadas a respeito da
area de coleta é indispensavel. Os seguintes fatores bidticos e abidticos,
segundo Paul & Clark (1989), sao de grande importancia para a divisdo da
area em estudos com microrganismos, podendo também contribuir para a
interpretacao dos resultados: topografia, tamanho e tipo de particulas, tipo e
material de origem do solo, contelddo de nutrientes, histérico de manejo,
histérico da vegetacao, cobertura vegetal e produtividade, presenca de raizes,
adicado de matéria organica, presenca de animais, teor de CO, e O,, teor de
umidade, variacdo de temperatura, quantidade e distribuicao de chuvas.

Microrganismos possuem algumas peculiaridades que tornam a
amostragem um pouco diferente e exigem alguns procedimentos diferenciados
das analises de fertilidade. Pela extrema sensibilidade microbiana as variacoes
ambientais, como a temperatura, a umidade, a concentracao de oxigénio e o
valor de pH, a presenca de certos grupos de microrganismos pode variar bastante
no espaco de alguns centimetros de solo. Por exemplo: Blackwood & Paul
(2003) observaram que diferentes fracdes do solo — classificadas de acordo
com sua densidade - abrigavam diferentes comunidades bacterianas,
provavelmente devido a maior ou menor disponibilidade de carbono orgéanico
para a atividade microbiana. Num caso extremo, Ellingsoe & Johnsen (2002)
citam o trabalho de Parkin (1987), que observou que, dentro de uma amostra
de 98 g de solo, toda a desnitrificacdo microbiana ocorria numa subamostra
de apenas 0,08 g.

Também os macrorganismos apresentam grande sensibilidade a
fatores bidticos e abidticos de variacao local, como a disponibilidade de alimento,
umidade, temperatura, porosidade do solo, sombreamento e sistema radicular,
entre outros. Como a distribuicdo desses fatores raramente é homogénea, a
maioria dos macrorganismos freqlientemente apresenta distribuicao espacial
vertical ou horizontal agregada, com grande variacao na composicao especifica

e no nimero de individuos no espaco de apenas alguns centimetros de solo
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(WALLWORK, 1976; BACHELIER, 1978; EDWARDS, 1991). A irregularidade
na distribuicao vertical de protozodarios e nematéides, por exemplo, determinada
mais pela presenca de alimento do que de agua, é um fator de grande
importancia a ser considerado na amostragem, sendo a maioria de individuos
geralmente encontrada em camadas de solo com maior quantidade de raizes
e matéria organica (AESCHT & FOISSNER, 1996). Tanto a distribui¢do vertical
quanto a horizontal agregadas caracterizam as populacdes de artrépodes no
solo, tendo, além da presenca de alimento, também a disponibilidade de dgua
como uma de suas principais causas (USHER et al., 1982, citando o trabalho
de Usher, 1976). Segundo Winter & Voroney (1993), os fatores mais
importantes que determinam a abundancia de microartrépodos no solo,
representados principalmente por acaros e colémbolos, sdo: 1) o tipo e a
quantidade de residuos organicos em decomposicdo e seus efeitos na
microbiota, 2) a estabilidade estrutural do solo e resultante porosidade e 3) a
umidade. Como esses fatores variam localmente, grande quantidade de
individuos pode estar presente em certas regioes do solo, associada a
fragmentos vegetais em decomposicao, por exemplo, enquanto pequenas
quantidades ocorrem a apenas alguns centimetros de distancia. Padroes de
distribuicao espacial de diversos componentes da fauna do solo e os fatores
que os afetam podem ser encontrados nos trabalhos de Phillipson (1971),
Berthet & Gerard (1965) e Usher (1975).

A irregularidade na distribuicdo de organismos ressalta a
importancia da homogeneidade tanto da drea quanto da amostra de solo na
andlise de micro e macrorganismos. Nesse sentido, medidas que visem atenuar
o efeito da heterogeneidade de microambientes produzida por fatores locais
também devem ser consideradas. Conforme a espécie vegetal cultivada, tanto
a distribuicao do sistema radicular como o grau de sombreamento do solo,
entre outros fatores, podem variar com a posicao da amostra em relacao a
base das plantas. Para padronizagdo, a posicdo da amostra em relacao as
plantas nas linhas e entrelinhas pode ser um fator importante a considerar na
determinacao dos pontos de amostragem, como foi adotado por Oliveira et al.
(2000). Tomadas as medidas de padronizacao, a decisdo quanto ao nidmero

de subamostras cabe inteiramente ao pesquisador, que levard em conta o
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maximo de informacdes que tiver sobre a drea e sobre o método que utilizara
para determinacao daquela variavel. O importante é que a amostra em que se
fara a andlise seja homogénea.

Muitos autores utilizam amostras compostas na coleta de
microrganismos (KLEIN & PASCHKE, 2000), isto é, resultantes da mistura de
algumas subamostras, com a finalidade de aumentar a homogeneidade e reduzir
custos, pela analise de um menor nimero de amostras, porém mais
representativas. O nUmero de subamostras varia muito, indo de duas (SALINAS-
GARCIA et al., 2002), ou cinco (GONZALEZ et al., 2003) até dez (PANKHURST
et al., 2002). Entretanto, essa abordagem é valida sob determinadas condicdes:
as amostras devem ser compostas por igual nimero e quantidade de
subamostras e nao deve haver interacao entre as subamostras individuais que
possa afetar os resultados (WOLLUM Il, 1994).

Amostras compostas também podem ser utilizadas para alguns
grupos de macrorganismos, como protozodarios e nematéides (McSORLEY &
WALTER, 1991; AESCHT & FOISSNER, 1996). Embora ferramentas
estatisticas que permitam determinar o nimero de subamostras necessarias
sejam escassas, a maioria dos pesquisadores utiliza entre 10 e 20 subamostras
(AESCHT & FOISSNER, 1996). Amostras compostas, entretanto, geralmente
nao sao indicadas para a maioria dos outros grupos faunisticos do solo. O
procedimento altera a estrutura do solo e prejudica a remocao posterior dos
individuos, principalmente por métodos dindmicos tradicionais de extracao
como funis de Berlese-Tullgren, Macfadyen e Kempson (EDWARDS &
FLETCHER, 1971; ADIS, 1987, 2002; EDWARDS, 1991; OLIVEIRA et al.,
2000), além de poder destruir organismos delicados pelo efeito abrasivo das
particulas do solo ao se misturarem as subamostras individuais.

Variacdes sazonais, juntamente com o desenvolvimento da prépria
cultura vegetal, também exercem grande influéncia na biomassa e atividade
microbiana, assim como na fauna do solo. Isso é resultante da combinacao de
fatores como temperatura, umidade e vegetacao, além da modificacdo dos
efeitos de préaticas agricolas ao longo do tempo, como a reestruturacao do
solo, sombreamento e adicdo de matéria organica ao solo, entre outros. Uma

forma de se obter uma mais completa caracterizagado da biota do solo é a
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realizacao de repetidas amostragens durante o ano, procedimento de grande
importancia para o reconhecimento de variacdes sazonais. Embora a exigéncia
quanto a freqiiéncia de coleta varie conforme os organismos de interesse, no
caso da fauna - considerando-se que ha limitac6es em relacao ao nimero de
amostras possivel de ser processado por coleta ou ao longo do estudo — é
recomendavel que as amostragens representem o maior nimero possivel de
fases da area investigada. Para uma Unica avaliacao, a coleta de amostras
nao deve ser imediatamente apés um evento climatico extremo, como um
longo periodo de seca, por exemplo.

Todavia, como medida de padronizacao, Oliveira et al. (2000)
realizaram coletas dois dias apds o término de precipitacdes pluviais superiores
a 20 mm em diferentes periodos, permitindo que a umidade nas amostras de
solo estivesse sempre em torno de 25% nas diferentes épocas de amostragem.
Outros fatores, como a adicao de fertilizantes minerais ou compostos orgéanicos,
também podem alterar a atividade microbiana, assim como a fauna do solo.

O pesquisador deparar-se-3, inevitavelmente, com a necessidade
da decisao sobre o nimero de amostras do solo a serem coletadas, assim
como de repeticdes. A obtencao de amostras representativas, com andlises
cujos resultados possam ser tratados estatisticamente, é extremamente
importante. Na definicdo quanto ao nimero de pontos a serem amostrados, o
pesquisador devera valer-se do conhecimento da area e do processo que deseja
medir, considerando a distribuicdo espacial especifica dos organismos de
interesse na andlise. Geralmente, uma avaliagao preliminar auxilia a definicdo
dos procedimentos de amostragem e evita problemas futuros (VEERESH &
RAJAGOPAL, 1988). Nesse sentido, técnicas de geoestatistica podem
complementar a estatistica classica para auxiliar a coleta de dados de campo,
Nos casos em que as observacoes nao sao espacialmente independentes.

Baath & Anderson (2003), por exemplo, utilizaram cinco amostras
para representar uma area de 2500 m?, na avaliacdo da taxa respiratéria de
fungos e de bactérias, separadamente. J& Chapman et al. (2003) - com
outro objetivo, embora tenham também avaliado a respiracao, entre outras
varidveis — dividiram a drea com trés linhas paralelas de 180 m de comprimento

e distantes 50 m entre si. Cada linha foi dividida em dez partes, com onze
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pontos sobre cada uma. Tomaram amostras em todos os pontos de intersecao
dessa malha. Nesse ultimo trabalho, os autores compararam uma série de
variaveis quimicas e microbiolégicas como indicadores de mudancas no manejo
do solo. Os nimeros de amostras em um e outro trabalho estado ligados
diretamente aos objetivos dos autores. Segundo Wollum Il (1994), o nimero
depende de quao precisa se deseja a determinacao. Nao se pode esquecer que
um numero excessivo de amostras demanda mais tempo e mais trabalho,
fatores que devem ser ponderados na definicdo da quantidade de amostras
tomadas. Ainda de acordo com Wollum Il (1994), “coletar informacoes demais
gasta tempo e recursos; informacdes de menos tornam o estudo indtil ou
levam a conclusées erradas.”

No caso da fauna, a decisdo quanto ao nimero de amostras talvez
seja a etapa mais critica no planejamento da amostragem. Devido ao alto grau
de agregacao apresentado pela maioria dos macrorganismos, freqliientemente
do tipo binomial negativa, o nimero de pontos de coleta geralmente exigido
para uma amostragem representativa é bastante alto. Obviamente, a definicdo
sobre o nimero de amostras necessario, assim como sobre outros aspectos a
serem considerados na amostragem, deve ser rigorosamente baseada em um
estudo prévio da area, além de informacoes disponiveis da literatura sobre os
grupos faunisticos de interesse. Nesse sentido, Phillipson (1971), Eijsackers &
Bund (1980) e Schinner et al. (1996) oferecem informacao sobre
caracteristicas das agregacoes de diferentes grupos faunisticos, freqtiéncia
de coleta e nimero de pontos de amostragem geralmente adotado para cada
grupo por periodo de coleta (10 amostras no minimo para protozoarios,
nematdides e enquitreideos). O nimero adotado para microartrépodos,
principalmente acaros e colémbolos, é muito variavel. Entretanto,
independentemente do nimero de pontos amostrados, a maioria dos estudos
geralmente enfrenta dificuldade na obtencao de amostras representativas.
No caso de acaros oribatideos, por exemplo, uma vez que o nimero de
individuos coletados em cada ponto apresenta normalmente grande variacao,
um numero muito grande de amostras € geralmente necessario para estimativa
da média de individuos em uma determinada area, apesar de gerar dificuldades

no processamento das amostras. Como recomendacao geral para analises
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faunisticas em solos cultivados, onde a abundéancia de individuos é geralmente
baixa, devem ser tomadas amostras do maior nUmero possivel de pontos do
solo, levando também em conta aspectos praticos como custos, mao de obra,
capacidade de processamento de amostras e caracteristicas do método de

extracao a ser utilizado.

6.2. Coleta das amostras de solo

Antes de proceder a amostragem, alguns autores mencionam
especificamente a necessidade da retirada da camada de serapilheira,
composta por material organico ainda ndao decomposto e, portanto, possivel
indutora de grandes variacdes na atividade microbiana (BAATH & ANDERSON,
2003; CHAPMAN et al., 2003; VOR et al., 2002). Apesar da enorme
diversidade e abundancia de microartrépodos e outros macrorganismos que
podem habitar a serapilheira, apenas a coleta de amostras de solo serd abordada
no presente capitulo com relacao ao estudo da fauna.

Tanto a quantidade do solo a ser amostrado quanto a profundidade
de amostragem sdo muito variaveis, dependendo dos organismos de interesse
e da finalidade da anélise. A profundidade de coleta em areas agricolas limita-
se geralmente a camada agricultavel do solo (O a 20 ou 25 cm) ou ao horizonte
que concentra maior quantidade de raizes (0-10 cm) (PHILLIPSON, 1971;
FORSTER, 1995; SCHINNER et al., 1996).

Na amostragem de solo para utilizacdo em analises quimicas da
presenca e da atividade de microrganismos, poucos pesquisadores mencionam
problemas de contaminac&o, uma vez que esse nio seria um fator critico. E
de se supor que, desde que o instrumento nao esteja “sujo” com a amostra
anterior, pequenas particulas eventualmente presentes nao representariam
fonte relevante de contaminacao de uma substancia quimica a ser analisada
em uma amostra com 50 ou 100 gramas de solo. Mas Blume et al. (2002)
tomaram cuidados para evitar a contaminacao do solo da subsuperficie com o
da superficie, uma vez que estavam comparando a biomassa microbiana, a
estrutura da comunidade e a atividade metabdlica nas camadas de 0-20, 70-

90 e 150-170 cm de profundidade, em amostras nao perturbadas.
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O instrumento utilizado para a amostragem do solo foi
primeiramente lavado com dgua e depois com etanol, como forma de evitar a
contaminacao. Com o mesmo objetivo, descartaram 1 cm do solo em toda a
volta dos nucleos das amostras utilizando uma espatula esterilizada. Assim,
como recomendacdo geral, os implementos e recipientes devem estar
desinfestados e cuidados devem ser tomados para evitar a contaminacao entre
as amostras.

H& uma grande variacdo entre a quantidade de solo a ser
amostrada para as diferentes finalidades em anélises microbiolégicas. Alguns
trabalhos utilizam pequenos agregados de solo para estudos de supressividade
a fitopatégenos (GHINI & NAKAMURA, 2001), outros necessitam de amostras
com 5 a 10 g, como por exemplo, para determinacao de atividade microbiana
por hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA, BOEHM & HOITINK, 1992).
Ha também os que necessitam amostras maiores, perturbadas ou nao,
coletadas com trados grandes. Preferencialmente, entretanto, amostras
similares quanto ao tamanho devem ser obtidas para permitir uma acurada
avaliacao entre as amostras.

Para andlises microbiolégicas, os autores sdo praticamente
unanimes em relatar que o solo deve ser submetido a peneiramento, com a
finalidade de eliminar pedras, raizes e material organico ndo decomposto. Na
grande maioria dos experimentos o solo é passado por peneira com malha de
2 mm (MENDHAM et al., 2003; MENYAILO et al., 2003; BAILEY et al., 2002;
PANKHURST et al., 2002; BARROTI & NAHAS, 2000; JOERGENSEN, 2000;
KLEIN & PASCHKE, 2000; BARAJAS-ACEVES et al., 1999; CHABOT et al.,
1996). Mas hé autores que optam por peneiras de malhas diferentes, como as
de 4 mm (BALOTA et al., 2003; GHANI et al., 2003; LU et al., 2002), 5 mm
(CHAPMAN et al., 2003; KOURTEYV et al., 2002; NGUYEN & HENRY, 2002)
e até mesmo 0,149 mm (CRITTER et al., 2001). Nesse caso da malha mais
estreita tratava-se de um trabalho em que o solo fora submetido a estudos de
microcalorimetria na avaliacado da atividade microbiana; pelo pequeno volume
de cada amostra empregada o tamanho das particulas de solo era fundamental.

O peneiramento é realizado para obterem-se resultados mais

reproduziveis, reduzindo os efeitos da heterogeneidade natural dos solos. Esse
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procedimento é justificdvel para trabalhos que nado estdo avaliando a
distribuicao natural de microrganismos no solo. Também deve ser considerado
que o peneiramento, de certa forma, seleciona microrganismos que nao estao
associados a particulas maiores ou agregados que serdao excluidos. Essa
operacao também pode alterar a composicao original da microbiota, ja que a
fragmentacao da matéria organica torna-a mais disponivel ao ataque dos
microrganismos e, assim, estimula a atividade microbiana. Um periodo de pré-
incubacao, com a finalidade de neutralizar os efeitos do peneiramento, é
recomendado.

Existem vérias fontes de informacao detalhada disponiveis sobre
metodologia de coleta de amostras de solo para analises faunisticas. As
amostras normalmente sao coletadas com o auxilio de ferramentas de
amostragem especificas, denominadas sondas. Embora as sondas sejam
geralmente cilindricas, feitas de aco ou aluminio, sdo muitos os modelos e
materiais que podem ser utilizados. Simples anéis metalicos com uma das
extremidades cortante podem ser empregados na coleta de amostras de até
5 cm de profundidade. Para profundidades maiores do que 5 cm, sao
normalmente utilizados tubos metalicos divididos longitudinalmente em duas
partes iguais, que permitem abertura da sonda para remocao do solo. As sondas,
ao serem inseridas no solo, permitem a coleta de amostras com dimensodes
definidas. O diametro das amostras e a profundidade de coleta dependem das
caracteristicas das espécies de interesse no estudo, como tamanho dos
individuos, abundéncia e grau de agregacao, de modo que o tamanho das
porcoes de solo amostradas pode variar de 2,5 cm a 1 m de didametro e de 5
a b0 cm de altura. Para protozoarios e nematdides usualmente sado utilizadas
sondas de cerca de 2,5 cm de didmetro, variando entre 3 e 5 cm. A profundidade
de coleta em é&reas agricolas geralmente varia entre 5 e 15 cm da superficie
do solo. Para enquitreideos, acaros e colémbolos, sondas de cercade 5 cm
geralmente sao suficientes, podendo variar entre 5 e 8 cm (PHILLIPSON,
1971; EDWARDS, 1991; SCHINNER et al., 1996). A mais alta concentracao
de individuos normalmente é encontrada préxima a superficie do solo g,
portanto, normalmente é suficiente uma amostragem a uma profundidade de

15 cm. Nesse caso, a amostra deve ser separada em camadas de no maximo
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5 cm antes da extracdo dos individuos, principalmente se forem adotados
métodos dindmicos tradicionais de extracao como funis de Berlese-Tullgren,
Macfadyen e Kempson.

Para minhocas e artrépodos grandes, devem ser utilizadas sondas
entre 10 e 30 cm, coletando-se a uma profundidade entre 10 a 20 cm da
superficie do solo (ADIS, 1987, 2002; EDWARDS, 1991; SCHINNER et al.,
1996). Como recomendacao geral para a coleta de amostras de solo para
avaliacao de microartrépodos, é de extrema importancia que o solo nao seja
compactado durante a coleta, procurando-se manter as caracteristicas naturais

de porosidade das amostras da maneira mais integral possivel.

6.3. Transporte e armazenamento

Uma vez retiradas, as amostras para anélise de microrganismos
devem ser acondicionadas em sacos plasticos, que tém a vantagem de serem
permeéaveis a gases como O, e CO, mas n&o permitirem a desidratacé&o das
amostras neles contidas (WOLLUM I, 1994). A desidratacao do solo pode reduzir
o numero e alterar a composicao da comunidade microbiana. O transporte das
amostras deve ser imediato, logo apds a coleta do solo. No caso de amostras nao
perturbadas, deve-se evitar vibracao ou agitacao do material.

Para anélise dos macrorganismos, também é importante que as
amostras sejam acondicionadas em temperatura e recipientes adequados antes
do transporte ao laboratério. O acondicionamento deve ser feito de maneira a
se promover o menor disturbio possivel nas caracteristicas estruturais naturais
do solo, evitando-se compactacao. Amostras mais superficiais, isto é, retiradas
de até 5 cm de profundidade, coletadas com sondas anelares, ndo necessitam
ser removidas do interior dos anéis coletores, sendo cada unidade amostral
transportada ao laboratério dentro de uma sonda. Apesar da necessidade de
um grande nimero de anéis, uma vantagem desse tipo de sonda é que, como
a manipulacao da porgao de solo amostrada ndo é necesséria, afeta-se em
menor grau a porosidade natural, aspecto importante na extracdo dos
macrorganismos por métodos dinamicos como funis de Berlese-Tullgren,

Macfadyen e Kempson.
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No caso dessas sondas, com amostras parcialmente protegidas
pelas paredes dos anéis, pode-se simplesmente acondicionar cada conjunto
sonda-amostra em um saco plastico ou embala-lo com filme de PVC. No caso
de coletas em maiores profundidades, as amostras devem ser removidas do
interior da sonda — tubo metalico dividido longitudinalmente — e repartidas em
camadas de no maximo 5 cm de altura, principalmente no caso da utilizacao
subsequiente de métodos dindmicos de extracdo. Deve-se tomar muito cuidado
no momento de manipular o solo para divisdao das camadas, de modo a nao
pressionar ou compactar as amostras. Nesse caso, o acondicionamento de
cada camada em pequenas caixas plasticas com tampas é mais indicado do
que o uso de sacos plasticos, para evitar compactacao. Uma vez embaladas,
as amostras devem ser acomodadas em caixas de poliestireno para protecao
contra o calor e a insolacdo. Deve-se evitar qualquer tipo de sobreposicao de
amostras no interior das caixas que possa causar pressao sobre o solo. As
amostras devem ser levadas ao laboratério o mais breve possivel, protegidas
contra vibracao durante o transporte.

Com relacdo ao armazenamento de amostras para andlises
faunisticas, o ideal é que o processamento das amostras para extracao dos
macrorganismos se inicie assim que cheguem ao laboratério ou, no maximo,
24 horas ap6s a coleta (EDWARDS & FLETCHER, 1971; MEYER, 1996),
principalmente se forem adotados métodos dindmicos, os mais comumente
utilizados para a extracao dos individuos (EDWARDS, 1991). Se necessario,
durante o tempo anterior ao processamento, as amostras devem ser mantidas
em temperatura ambiente, ou a 25°C. Alguns autores sugerem o
armazenamento de amostras sob refrigeracao (EDWARDS, 1991; WINTER &
VORONEY, 1993), mas como seu efeito na extracdo dos individuos,
principalmente dos artrépodos, por métodos dindmicos ainda nao estd bem
esclarecido (EDWARDS & FLETCHER, 1971; LAKLY & CROSSLEY, 2000), é
melhor que o resfriamento seja evitado.

Quanto aos microrganismos, a questdao do armazenamento
também é um ponto importante a ser considerado. Como raramente se pode
processar todas as amostras ao mesmo tempo, em que condicoes devem ser

mantidas em laboratério até que as analises sejam feitas? A recomendacao
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geral é que as amostras sejam mantidas nas mesmas condicdes fisicas, quimicas
e biolégicas que elas se encontravam /n situ, a partir do momento da coleta
até arealizacao da andlise, o que é impossivel. Do ponto de vista pratico, é
quase unanime o armazenamento sob refrigeracdo. A maioria dos autores
recomenda que as amostras sejam coletadas e colocadas em caixas contendo
gelo e, apés o transporte até o laboratério, sejam mantidas em geladeira (4°C).
Outros acreditam que é preferivel manter em temperatura ambiente, com a
finalidade de reduzir os efeitos das alteracdes de temperatura nas amostras.
Outra possibilidade interessante é preservar as amostras em recipientes
térmicos ou similares. Willians & Gray (1973) sugerem que blocos maiores de
solo podem ser obtidos em campo, levados ao laboratério e subamostras
retiradas imediatamente antes da andlise. A viabilidade desse procedimento
depende principalmente das caracteristicas fisicas do solo e da disponibilidade
de coleta, transporte e armazenamento de todo esse material. O ideal, em
todos os casos, é que as amostras sejam utilizadas logo apds a coleta.

Quando ha armazenamento em geladeira, o periodo em que podem
ser mantidas a essa temperatura sem que os resultados sejam comprometidos
ainda nao estd bem definido. Na literatura encontram-se procedimentos
bastante diversificados: Blume et al. (2002) iniciaram suas anélises ap6s a
coleta das amostras, que ficaram no méaximo 48 horas no refrigerador,
enquanto que Raubuch & Beese (1999) mantiveram as amostras a 4°C por
até quatro meses e Baath & Anderson (2003), por cinco meses.

Nem sempre, todavia, o laboratdério tem condi¢cdes de processar
todas as amostras ao mesmo tempo, ou num tempo suficientemente curto
para que as eventuais mudancas determinadas pelo armazenamento nao
cheguem a se manifestar nos resultados. Como somente podiam processar
poucas amostras por dia, Kourtev et al. (2002) contornaram esse problema
sorteando as que iriam avaliar diariamente. Embora ndo seja um procedimento
tdo comum, é uma forma de poder desenvolver alguns estudos. Nesse caso,
a colaboracdo de um especialista em estatistica sera de grande importancia.

A parte o questionamento sobre quanto o armazenamento altera
a microbiota do solo, é certo que deve altera-la, em maior ou menor extensao.

Além disso, quando se considera a variabilidade das comunidades microbianas
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no espaco e no tempo, dependendo dos variados microhabitats existentes no
solo (BLACKWOOD & PAUL, 2003; ELLINGSOE & JOHNSEN, 2002), o
armazenamento pode produzir, inclusive, resultados diferentes em amostras
do mesmo solo. Por esse motivo, é freqliente a pré-incubacao do solo antes
de se iniciarem as analises. A pré-incubacao consiste na manutencao das
amostras, depois de retiradas da refrigeracao, em um ambiente com condicGes
adequadas de umidade e temperatura para que os microrganismos voltem a
crescer e tenham seu desenvolvimento estabilizado, apés um determinado
periodo. As temperaturas e o tempo pelo qual as amostras sdo incubadas
variam: Chapman et al. (2003) pré-incubaram as amostras a 21°C por uma
semana, enquanto que Bailey et al. (2002) deixaram-nas a 25°C por duas
semanas, Vischetti et al. (2002), a 20°C por trés dias e Turner et al. (2001),
a 10-15°C por uma semana. Como se vé, o importante é permitir que a
microbiota possa crescer por algum tempo, até atingir o equilibrio permitido
pelas condicoes fornecidas. As diferentes anéalises determinarao os melhores

procedimentos a seguir a partir desse momento.

6.4. Amostragem para isolamento ou quantificacdo de microrganismos

rizosféricos

De acordo com Hiltner (1904), rizosfera é o solo sob influéncia
das raizes. E nessa regido que ocorre a maior parte da atividade microbiana do
solo, pela grande disponibilidade de nutrientes oriundos da exsudacao das raizes.
E também ai que se registram as interacdes de plantas e microrganismos,
sejam elas benéficas ou deletérias. Portanto, a rizosfera constitui-se em boa
fonte de isolados microbianos para quem deseja trabalhar com interacdes
benéficas.

Wollum Il (1994) recomenda que se cave o solo em torno do
sistema radicular, de modo a permitir que o maior nimero possivel de raizes
seja retirado. O sistema radicular é agitado levemente, até soltar o material
mais frouxamente preso a ele. O solo aderido as raizes é o que serd chamado
rizosférico. O conjunto raizes + solo deve ser colocado em sacos plasticos e

mantido em caixa com gelo até o transporte para o laboratério. Quando o
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principal objetivo do pesquisador é a obtencdo de um isolado potencialmente
benéfico, as amostras assim obtidas ja poderao ser utilizadas, uma vez que, a
rigor, nao serd quantificada nenhuma atividade. O solo ou os pedacos de
raizes devem ser transferidos para um frasco com agua ou com uma solucao
isotdnica e os procedimentos de isolamento transcorreriam a partir dai.

Nos casos em que o objetivo é fazer alguma anélise comparativa
entre solo rizosférico e nao rizosférico, pode-se juntar solo e raizes numa
Unica amostra e submeter o conjunto todo a peneiramento. Considerar-se-4
solo nao rizosférico o que passar por uma peneira. A utilizacao da peneira é
indicada para amostras de solo retiradas no campo, principalmente em presenca
de gramineas, com sistema radicular fasciculado. Uma peneira com malha de 2
mm, por exemplo, devera separar as raizes do volume de solo coletado juntamente.
As raizes que ficarem terao solo a elas aderido, que sera considerado rizosférico;
serdo entado lavadas e a suspensao, centrifugada. Dessa maneira, separam-se o
solo rizosférico e o nao rizosférico (JOERGENSEN, 2000).

Todavia, se aintencao for a enumeracao de individuos de uma
espécie ou de um grupo de espécies, ou, ainda, a avaliacdo de algumas variaveis
em um solo caracteristicamente rizosférico também ha alguns procedimentos
a seguir. O préprio conceito de rizosfera pode ser ponderado: em vasos onde
a planta passa semanas ou meses crescendo na mesma porcao de solo, as
raizes emaranham-se, enovelam-se, de modo a tornar rizosférico praticamente
todo o solo. Mesmo trabalhando em condi¢cdes de campo, Kourtev et al. (2002)
definiram como rizosférico o solo nos primeiros 5 cm de profundidade, regiao
com maior concentracao de raizes de uma floresta de clima temperado. Para
isso, basearam-se na observacao de que a grande maioria das raizes estava,
no maximo, a 2 mm umas das outras. O solo abaixo do emaranhado de raizes
foi considerado nao rizosférico. No entanto, em condicGes de campo, aceita-
se normalmente que a rizosfera compreende apenas alguns milimetros em
torno das raizes (CARDOSO & FREITAS, 1992). De maneira geral, considera-
se solo rizosférico aquele que esté aderido as raizes (JOERGENSEN, 2000;
REID et al., 1984; WOLLUM I, 1994).

Wollum Il (1994) recomenda ainda que ndao se armazene solo

aderido as raizes, mesmo em refrigeracao, possivelmente considerando o fato
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de que, pela presenca de alguma exsudacao radicular, ainda que diminuida,
possa alterar-se radicalmente a composicdo da microbiota rizosférica. A
recomendacao tem razao de ser: Shishido & Chanway (1998) pesquisaram
justamente o efeito do armazenamento sobre as comunidades microbianas do
solo e sobre a eficacia de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCPs). Os tratamentos considerados, em trés solos diferentes, foram o solo
fresco, como testemunha, e solo armazenado por 32 semanasa4oua-10
°C, todos peneirados com malha de 2 mm. O interessante é que mesmo as
amostras do tratamento testemunha foram mantidas a 4°C por duas semanas,
periodo entre a amostragem e o inicio das analises. Observaram que o
armazenamento alterou as caracteristicas das comunidades das amostras,
que eram bem semelhantes para os trés solos estudados. Essas alteracdes
influenciaram a eficacia das RPCPs estudadas.

Dependendo do objetivo do trabalho e até mesmo dos métodos
empregados, deve-se estar atento inclusive ao tamanho da amostra. Com o
advento dos métodos independentes de cultivo, os pesquisadores puderam
conhecer ndo apenas os microrganismos que crescem em meios de cultura
mas passaram a determinar um nimero muito grande de genomas diferentes
em peqguenas amostras de solo, confirmando o fato de que apenas uma pequena
porcentagem dos microrganismos é detectada pelos métodos classicos. Ranjard
et al. (2001), citados por Kent & Triplett (2002), utilizando métodos
independentes de cultivo, observaram que as espécies microbianas variaram
com o tamanho das particulas de solo. A conclusdo semelhante chegaram
Ellingsoe & Johnsen (2002), num trabalho em que compararam o efeito do
volume de amostras de solo sobre a estrutura da comunidade bacteriana ai
presente. Avaliaram tanto a estrutura heterotréfica - medida por métodos
classicos de cultivo — quanto a estrutura genética, medida por eletroforese
em gradiente de gel denaturante (DGGE). Observaram que a diversidade entre
amostras foi maior nas amostras de 0,01 e 0,1 g e quase negligivel nas de 1
e 10g, pelos dois métodos de avaliacdo. Aventaram a hipétese de que, pelo
pequeno tamanho, as amostras menores tém um numero limitado de habitats,
0 que nao aconteceria com as amostras maiores. Os autores concluiram que

amostras maiores devem ser utilizadas quando se deseja medir, por exemplo,
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o efeito de atividades antrépicas sobre a microbiota do solo; no entanto, amostras
menores sao mais Uteis quando se deseja obter isolados novos. No primeiro caso,
a ocorréncia de maior nimero de habitats favorece a deteccao de alteracoes
oriundas da atividade antrépicas, enquanto que, para isolamento de

microrganismos, nao necessariamente a variabilidade de habitats seja importante.
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