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ERRATA:
tem Resumo, pg. xxi, §unico 2%linha, onde se lé:..., ao longo do tempo (0; 1; 2; 4 e 8
semanas)..., leia-se:...amostrados em 1, 2, 4 e 8 semanas...
Item Resumo, pg. xxi, §unico 9linha, onde se 1é:..., Eutroférrico tipico), cultivado com milho,
..., leia-se:...Eutroférrico tipico), incubados por 60 dias e posteriormente cultivados com
milho. As avaliagbes foram feitas 30 e 60 dias apés o plantio do milho.
Item Resumo, pg. xxi, §unico 212linha, onde se lé:...doses e tipo de biossdlido e tipo de
solos utilizados..., lei-se:.. doses e tipos de biossdlidos e solos utilizados....
Item Resumo, pg. xxi, §unico, 27%linha, onde se |é:...valores de S (riqueza de espécies). H
(diversidade) foi quase constante e D (dominancia) e E (equitabilidade) sao dependentes das
doses de biossélidos aplicadas., leia-se:...valores de S (numero de amplicons). Os valores
obtidos para o indice de Shannon-Weaver (H) mostraram baixa variabilidade e os resultados

de dominancia (D) e equitabilidade (E) foram dependentes das doses de biossélidos
aplicadas.

item Summary, pg. xxii e xxiii, substituir todo contetido

The use of biosolids in agricultural soils has been extensively recommended as a
source of plant nutrients and a soil conditioner. Even though biosolids have several beneficial
effects on plant growth, little is known on their impact upon soil microorganisms. High
concentrations of metals and antimicrobial compounds frequently found in biosolids may
affect the soil microbial community structure and physiology. Since soil quality may be related
to genetic and/or functional diversity, the effects of biosolids on soil microbial communities
must be characterized. The aim of this work was to assess changes in Bacteria genetic
diversity and community structure upon soil amendment with biosolids from two Sewage
Treatment Plants (STP), using denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of a 16S
rDNA fragment. In the first experiment, a Typic Rhodudalf was amended with the equivalent
to 6, 12, 24, 48 Mg ha™ of biosolids from STP-Franca. Soil without biosolids was used as a
control. Evaluations of Bacteria community structure and diversity indexes were performed at
1, 2, 4 and 8 weeks after biosolid amendments. In the second experiment, biosolids from
STP-Barueri and STP-Franca, characterized by high and low concentrations' of heavy metals,
respectively, were added to clay (Typic Rhodudalf) and sandy soil (Typic Quartzipsamment)
at concentrations equivalent to 6, 24, 96 Mg ha™ of biosolids from STP-Franca or 31, 62, 124
Mg ha” of biosolids from STP-Barueri, based on nitrogen availability. As controls, soils
without biosolids were used. Soils were incubated for 60 days before planting maize, at
greenhouse conditions. Evaluations of Bacteria community structure and diversity indexes
were performed 30 and 60 days after planting. The results of the first experiment showed that
the amendment of STP-Franca modified the community structure of Bacteria over the time.
Higher values of amplicon richness and Shannon-Weaver diversity index at the beginning of
the experiment and higher dominance eight weeks after biosolids amendment indicate a
transient effect of the biosolids on microbial populations. In the second experiment, it was
observed that Bacteria community structure in cultivated soils depends on the origin and
doses of biosolids, soil type and cultivation time. Bacteria community structure in soils
amended with biosolids from STP-Franca were more similar to the controls without biosolids
than to soils with biosolids from STP-Barueri, especially in the sandy soil. Amplicon richness
and the Shannon-Weaver diversity index showed less variability in soil samples taken 60
days after planting.



ERRATA

Iltem 1, pg. 3, 2°§ 2%inha, onde se lé:...genética de Bacteria..., leia-se:...genética de
Bacteria...

Iltem 2.1, pg.4, 22§ 1°linha, onde se lé: As ETEs, recebem,..., leia-se: As ETEs recebem...
item 2.1, pg.6, 12§ 8%inha, onde se lé:..., causando toxidez a plantas e microrganismos,...,
leia-se:.. causando toxidez as plantas e microrganismos,...

item 2.2, pg. 8 - 23§ 42 linha, onde se |é: ..seu estagio de desenvolvimento, leia-se: seu
estadio de desenvolvimento,....

Item 2.2, pg. 8, 32§ 3° linha, onde se lé:...(McGrathl., 1994)...., leia-se: ...(McGrath, 1994)....
Item 2.2, pg. 9, Quadro 1, onde se |é:...cromo...., leia-se:...cromio....

ltem 2.2, pg. 10, 223§ 1° linha, onde se lé:...diferentes pHs..., leia-se....diferentes valores de
pH ....

ltem 2.2, pg. 10, 223§ 5° linha, onde se Ié:...solos exercem mais..., leia-se: ...solos exerceram
mais...

Iltem 2.2, pg. 10, 22§ 6° linha, onde se |é:...alta toxocidade...., leia-se: ...alta toxicidade...
Item 2.2, pg. 11, 12§ 4° linha, onde se lé:...por Mielthling et al. (2000), os quais detectaram...,
leia-se:...por Mielthling et al. (2000). Estes autores detectaram....

Item 2.2, pg. 11, 12§ 8° linha, onde se lé:...As comunidade..., leia-se:...As comunidades....
item 2.2, pg. 12, 12§ 6° linha, onde se lé:...e micorriza....,, leia-se: ...e de fungos
micorrizicos...

Item 2.2, pg. 12, 22§ 2° linha, onde se lé:...na sobrevivéncia...., leia-se:...no tamanho e
atividade...

Item 2.2, pg. 13, 12§ 2° linha, onde se lé:...A analise por microscopia eletronica de
transmissao mostrou que um novo mecanismo de seqilestro intracelular do Pb é usado....,
leia-se: ...A analise por microscopia eletronica de transmissdo possibilitou a identificagao
de...

ltem 2.2, pg. 13, 32§ 3° linha, onde se lé:...Kuperman & Carreiro (1997),..., leia-
se:...Kuperman & Carreiro (1997)....

Item 2.3, pg. 15, 1°§ 3%inha, onde se lé:...bacterianos pode participar dos diversos
processos biogeoquimicos (Alexander, 1977). Em solos colonizados por plantas, podemos
encontrar,..., leia-se:... bacterianos podem participar dos diversos processos biogeoquimicos
(Alexander, 1977). Em solos colonizados por plantas, sdo encontradas,...

estes métodos...

Item. 2.4, pg. 20, 22§ 1° linha, onde se |&:...exercida...., leia-se: ...causada...
item 2.4, pg. 21, 13§ 5° linha, onde se lé:...amplicons...., leia-se: ....amplicons do rDNA
16S....

Item 2.5, pg. 23 - 2%§ 1° linha, onde se lé:...microrganismos sao a primeira etapa..., leia-se:
.... microrganismos podem ser as primeiras etapas...
Iltem 2.5, pg. 25, 32§ 1°linha, onde se lé:...Bacteria..., leia-se: ...Bacteria,...



ERRATA

Item 3.1.2, pg. 29, 22§ 10° linha, onde se 1é:...A extragdo com resina de troca..., leia-se:...A
extracdo com resina de troca iGnica e/ou catidnica...

Iitem 3.2.4, pg. 32, 23§, onde se lé:...A calagem dos solos foi realizada com calcario
dolomitico (PRNT 130%) para elevar a saturagdo em bases para 70%. Nos tratamentos com
adubacédo completa foram utilizados: 100 mg K kg™ solo gcomo nitrato de potassio), 100 mg

P kg™ solo (como super fosfato simples) e 100 mg N kg™ solo (como sulfato de aménio)....,
eliminar todo paragrafo.

0,4 U de Taq DNA polimerase...

Item 3.5, pg. 35, 22§ 6° linha, onde se lé:...uma solugéo 100% de capacidade desn_‘aturante,
contendo 7M uréia e 40% formamida..., leia-se:...uma solugdo contendo, 7M uréia € 40%
formamida, considerada como 100% de capacidade-desnaturante

Item 3.8, pg. 38, 22§ 2° linha, onde se lé:...R, riqueza de espécies (nimero de amplicons em
cada tratamento);....; S, indice de domindncia de Simpson;..., leia-se:...S, numero de
amplicons em. cada tratamento;...; D, indice de dominancia de Simpson.

Item 3.8, pg. 38, 32§ 1° linha, onde se lé: O indice de dominancia de Simpson (S) foi
calculado segundo a equagio: S = =p?, onde: S = indice de dominancia de Simpson....., leia-
se: O indice de dominancia de Simpson (D) foi calculado segundo a equago: D = =p;?, onde:
D = indice de dominancia de Simpson...

Iltem 3.8, pg. 39, 12§ 1° linha, onde se Ié: onde:...R = nimero de amplicons...., leia-se: S =
namero de amplicons.... '

ltem 3.9, pg. 39, 22§ 9° linha, onde se lé:...clonado previa.ente....,” leia-se:...clonado
previamente...

Iitem 3.9, pg. 39, 32§ 3° linha, onde se lé:...envolve das seguintes..., leia-se:...envolve as
seguintes...

Iitem 3.9, pg. 40, 13§ 3° linha, onde se lé:...e os iniciadores F e UN518r..., leia-se:...e os
iniciadores F ("Foward" universal) e UN518r



ERRATA

Item 4.1.5, pg. 58, 3°§, 3°linha, onde se lé:...os valores de S obtidos para os solos que
receberam quantidades de biossélido equwalentes a 12, 24 e 48 Mg ha' (7) sao
semelhantes ao controle (6). Somente quando quantidades de biossélido equivalente a 6 Mg
ha™, o valor encontrado foi mais baixo (4), para 0 mesmo tempo de incubag3o..., leia-
se:...os valores de S aumentaram conforme o aumento das doses de biossodlido. Somente
quando o solo recebeu quantidade equivalente a 6 Mg ha™, o valor de S foi inferior ao
contro|e Para os solos que receberam quantidades de blossolldo equivalentes a 24 e 48 Mg
ha™' nao houve variagdo do S (11).
Item 4.1.5, pg. 58, 3°§, 8%inha, onde se lé:..., os valores de S duplicaram, leia-se:... os
valores de S aumentaram,...
Item 4.1.5, pg. 59, Figura 6, alteragao da Figura
T1 de incubagao: Valores de S para: ...dose 3 onde se lé:...7, leia-se: 8

...dose 4 onde se lé:...7, leia-se: 11

...dose 5 onde se lé:...7, leia-se: 11
T1 de incubagéo: Valores de H para: ...dose 3 onde se lé:...2,5, leia-se: 2,7

...dose 4 onde se lé:...2,7, leia-se: 1,9

...dose 5 onde se lé:...2,2, leia-se: 2,6
Item 4.1.5, pg. 59, Flgura 6, Legenda, onde se lé:...A, Riqueza de espécies (S); indice de

Shannon-Weaver (H), ...., leia-se:...A, nimero de amplicons (S); B, indice de Shannon-
Weaver (H),...

Item 4.1.5, pg. 60, Figura 7, alteragéo da Figura

T1 de incubagéo: Valores de D para: ...dose 3 onde se lé:...0,21, leia-se: 0,17

...dose 4 onde se lé:...0,17, leia-se: 0,05

...dose 5 onde se lé:...0,25, leia-se: 0,22

T1 de incubagéo: Valores de E para: ...dose 3 onde se lé:...0,90, leia-se: 0,92

...dose 4 onde se lé:...0,94, leia-se: 0,55

..dose 5 onde se lé:...0,80 leia-se: 0,76
Item 4.1.5, pg. 61, 1°§, 3C%inha, onde se lé:...Na amostra tratada com quantidade de
biossélido equivalente a 24 Mg ha™ n&o ocorreu variagao significativa até quatro semanas de
incubagéao (2,6), decrescendo em 8 semanas (1,9). Nas amostras tratadas com quantidades
equivalentes a 6, 12 e 48 Mg ha™ o valor de H cresceu (1,6-3 0) com o tempo de incubagéo,
decrescendo posteriormente até igualar-se ao controle, apés 8 semanas. leia-se:...Na
amostra tratada com quantidade de biossélido equivalente a 24 Mg ha™ nao ocorreu variagdo
entre a primeira e ultima época de coleta, apés 8 semanas de incubagao (1,9), ocorrendo
aumento no decorrer deste periodo (2,6-2,5). Nas amostras tratadas com quantidades
equivalentes a 6 Mg ha™ o valor de H cresceu (1,6-2,9) com o tempo de incubagdo. O maior
valor de H, apés 1 semana de mcubagao foi obtido para a amostra de solo tratada com
quantidade equivalente a 12 Mg ha™. Em todos os tratamentos houve um decréscimo nos

valores de H, apés 8 semanas, igualando a dose 1 (controle), exceto a dose mais alta cujo
valor néo foi calculado.



ERRATA
item 4.1.4, pg. 49, 13§ 4° linha, onde se lé:...A andlise do gel de DGGE..., leia-se:... A
analise do gel de poliacrilamida apés eletroforese com gradiente desnaturante...
Iitem 4.1.4, pg. 54, 22§ 7° linha, onde se lé:..Este grupo caracteriza as amostras de solo com
maior disturbio com alteragdes adversas resultantes da adicdo e mineralizagdo da matéria
organica... leia-se:... Este grupo apresentou menor similaridade em relagdo ao controle,
provavelmente, devido ao maior distirbio observado resultantes da adi¢do e mineralizagao
da matéria organica...
Item 4.1.4, pg. 55, Figura 5,...

Grupo | Grupo lll

onde se lé:...D1T2..., leia-se:...D2T2 onde se lé:...D2T3..., leia-se:...D3T3
onde se lé:...D2T2..., leia-se:...D3T2 onde se 18:...D2T4..., leia-se:...D3T4
onde se lé:...D3T2..., leia-se:...D4T2 onde se lé:...D0T4..., leia-se:...D1T4
onde se lé:...D1T3..., leia-se:...D2T3 onde se lé:...D1T4..., leia-se:...D2T4
onde se lé:...D0T3..., leia-se:...D1T3 onde se |é:...D3T4..., leia-se:...D4T4
Grupo |l onde se lé:...D1T1..., leia-se:...D2T1
onde se lé:...D4T2..., leia-se:...D5T2 onde se lé:...DOT1..., leia-se:...D1T1
onde se lé:...DOT2..., leia-se:...D1T2 onde se lé:...D2T1..., leia-se:...D3T1

onde se lé:...D4T1..., leia-se:...D5T1

onde se 1é:...D3T1..., leia-se:...D4T1

onde se lé:...D3T3..., leia-se:...D4T3

Item 4.1.4, pg. 55, Figura 5, legenda, onde se lé:...Dendograma..., leia-se: Dendrograma...
ltem 4.1.4, pg. 56, 12§ 1° linha, onde se lé:..0s coeficientes de similaridade das
comunidades de Bacteria..., leia-se:...A estrutura da comunidade de Bacteria, avaliada
comparando-se os coeficientes de similaridade das comunidades encontradas...

Item 4.1.4, pg. 56, 23§ 2° linha, onde se lé:...os valores de C-biomassa foram
significativamente diferentes..., leia-se:... os valores de C-biomassa foram significativamente
maiores que o controle sem biossoélido...

Item 4.1.4, pg. 56, 23§ 9° linha, onde se lé:...corroborando com os dados..., leia-se:...os
dados obtidos neste experimento demonstraram que apds 2 semanas de incubagdo o
namero de amplicons foi maior que em outros periodos.....

Iltem 4.1.4, pg. 57, 22§ 9° linha, onde se lé:...Isso porque a morte das células aumenta a
disponibilidade de substrato, modificando o ambiente e afetando os complexos com a
matéria orgéanica, tornando este menos disponivel...., leia-se:...A presenca de material
organico proveniente da morte de células microbianas, altera a disponibilidade de substratos
disponiveis modificando os complexos presentes.



ERRATA
Iitem 4.1.5, pg. 61, 2°§, 4°inha, onde se lé:...A aplicagdo de biossélido em quantidade
equivalente a 6, 12 e 24 Mg ha™', em geral, aumentaram o valor de D ao longo do tempo de
incubacgao (0,17-0,25). Apdés 8 semanas , nao ha diferengas entre os valores de D em ralagao
a dose de biossolido aplicada. Somente na amostra tratada com 48 Mg ha™ ocorreu um
decréscimo no valor de D entre a primeira e segunda semana de incubagao, mantendo-se
posteriormente um valor constante. leia-se:...A aplicagdo de quantidade de biossélido
equivalente a 12 Mg ha™, em geral aumentou o valor de D ao longo do tempo de incubacgao
(0,17-0,25). A aplicagao de biossolido em quantidade equivalente a 24 Mg ha™ apresentou
um aumento significativo em 1 semana de incubagdo, mantendo-se pouco alterado até 8
semanas. A apllcagao de biossdlido em quantidade equivalente a 12 Mg ha™ decresceu
significativamente, apés 1 semana de incubagéo. Em geral, ap6s 8 semanas de incubagao,
todos os valores ficaram préximos, inclusive o controle.
item 4.1.5, pg. 61, 3°§, 2%inha, onde se lé:...Com 1 semana de incubagdo do solo—
biossélido o valor de E foi crescente até a apllcag:ao da dose equivalente a 24 Mg ha™ de
biossélido. Com a aplicagdo de 48 Mg ha™ o valor de E foi menor que o controle. Apds 2 e 4
semanas de incubacgao, os valores de E foram crescentes de acordo com o aumento da dose
de biossdlido. Apdés 8 semanas de incubagao, em geral, ndo ha variagao nos valores de D
com o aumento da dose de biossdlido. leia-se:...Com 1 semana de incubacdo do solo-
blOSSOlIdO o valor de E foi maior que o controle, somente na amostra de solo tratada com 12
Mg ha™, sendo que a dose 4 foi significativamente diferente de todas as outras doses
aumentando conforme o tempo de incubagdo. Em geral, apés 8 semanas de incubacao,
todos os valores ficaram préximos, inclusive o controle.
Item 4.1.5, pg. 62, 1°§, 3%inha, onde se lé:...solos tratados com biossélidos em relagao
controle..., leia-se:...solos tratados com biossélidos em relagéao ao controle...
Item 4.1.5, pg. 62, 1°§, 7°linha, onde se lé:...controle sem biossélido. leia-se:...controle sem
biossélido em relagao a S.
Item 4.1.5, pg. 62, 1°§ 10° linha, onde se lé:...A aplicacado de biossélido ao solo alterou os
indices de diversidade em relagéo ao-controle de cada época de amostragem, sugerindo que
ocorreram alteragbes na estrutura da comunidade. O aumento da equitabilidade apés 8
semanas de incubagdo sugere que a aplicagdo do biossélido modificou a estrutura da
comunidade de Bacteria como resposta ao disturbio imposto, porém, este nao foi persistente,
demonstrando a rapida recuperag¢ao do solo ou resiliéncia do sistema., leia-se:...A aplicagao
de biossélido ao solo modificou a composi¢cao de espécies entra os tratamentos em cada
época de amostragem. Maiores taxas de matéria orgéanica, estimulam o crescimento
microbiano, resultando em alteragées na estrutura da comunidade, conforme as condigdes
mais ou menos favoraveis. O aumento da equitabilidade apdés 8 semanas de incubagao
sugere que a estrutura da comunidade de Bacteria difere entre os tratamentos como
resposta ao disturbio imposto. Isso foi verificado pelo decréscimo acentuado no nimero de
amplicons, demonstrando a resiliéncia do sistema.
Item 4.1.5, pg. 63, 2°§ 52 linha, , onde se lé:...Da mesma forma, Griffiths et al. (2000)
encontraram menor biodiversidade e conseqiiente redugdo nas taxas de nitrificacdo com
decréscimos nos processos de decomposicdo..., leia-se: Da mesma forma, Griffiths et al.
(2000) encontraram valores reduzidos nos processos de decomposi¢ao, quando as taxas de
nitrificacdo e a biodiversidade foram reduzidas. Isso sugere que- grupos- microbianos
especificos, relacionados com o processo de nitrificagéo, tornaram-se dominantes....



ERRATA
Item 4.2.1, pg. 64, 1°§ 3%linha, onde se lé:...apresentaram pH abaixo de 5,0 e concentragéo
de..., leia-se:...apresentaram valores de pH de 5,4 e 3,5, respectivamente, para solo argiloso
€ arenoso.
Item 4.2.1, pg. 67, 1°§ 1%linha, onde se lé:...do residuo organico, a maior parte do C &
mineralizado a CO,, N, P e S além de outros componentes menores.,...leia-se:..do residuo
orgénico, a maior parte da matéria organica presente no biossélido foi mineralizada a CO,,
N, P e S, além de outros componentes menores
Item 4.2.1, pg. 68, 1°§ 1%linha, onde se lé:...O material organico e inorganico resultante da
decomposi¢ao da matéria organica, se transforma em formas inorganicas disponiveis para as
plantas.,..., leia-se:..O material orgéanico, resultante da decomposi¢do da matéria organica,
se transforma em formas inorganicas disponiveis para as plantas.’

ltem 4.2.2, pg. 68, 2°§ 9inha, onde se lé:...Os resultados indicam que a metodologia
. utilizada....., leia-se:...Os resultados indicam que a metodologia utilizada....



ERRATA
item 4.2.4, pg. 79, 1°§ 1%linha, onde se lé:...Por outro lado, Sitaula et al. (1999)
determinaram a distribuicbes da atividade de metais..., leia-se:...Sitaula et al. (1999)
determinaram a distribuicdo das atividades de metais...,
Item 4.2.4, pg. 85 - Figuras:
onde se lé:...ARGFO..., leia-se:...ARGF1 e onde se lé:...ARGBO..., leia-se:...ARGB1
onde se lé:...ARGF1..., leia-se:...ARGF2 e onde se lé:...ARGBA1..., leia-se:...ARGB2
onde se Ié:...ARGFZ..., leia-se:...ARGF3 e onde se lé:...ARGB2..., leia-se:...ARGB3
onde se lé:...ARGF3..., leia-se:... ARGF4 e onde se lé:...ARGB3..., leia-se:...ARGB4
onde se lé:...AREFO..., leia-se:...AREF1 e onde se lé:...AREBO..., leia-se:... AREB1
onde se lé:...AREF1..., leia-se:...AREF2 e onde se lé:...AREB1..., leia-se:...AREB2
onde se lé:...AREF2..., leia-se:...AREF3 e onde se lé:...AREB2..., leia-se:...AREB3
onde se lé:...AREF3..,, leia-se:...AREF4 e onde se lé:...AREB3..., leia-se:... AREB4
item 4.2.4, pg. 85, Legenda onde se lé:...Figura 14 - Dendograma...., leia-se: Figura 14 -
Dendrograma....
item 4.2.4, pg. 86, 2°§ 1%inha, onde se lé: Kowalchuk et al. (1977), observaram as
diferengas..., leia-se: Kowalchuk et al. (1977) observaram as diferencas....
Iitem 4.2.4, pg 97 - Figuras:
onde se lé:...ARGFO..., leia-se:...ARGF1 e onde se lé:...ARGBO..., leia-se:...ARGB1
onde se lé:...ARGF1..., leia-se:...ARGF2 e onde se lé:...ARGB1..., leia-se:...ARGB2
onde se Ié:...ARGF2..., leia-se:...ARGF3 e onde se lé:...ARGB2..., leia-se:...ARGB3
onde se l&:...ARGF3..., leia-se:... ARGF4 e onde se 1&:.. ARGB3..., leia-se:...ARGB4
onde se lé:...AREFO..., leia-se:...AREF1 e onde se lé:...AREBO... Iela-se ..AREB1
onde se lé:...AREF1..,, leia-se:...AREF2 e onde se lé:...AREB1..., leia-se:...AREB2
onde se lé:...AREF2..., leia-se:...AREF3 e onde se lé:... AREB2..., leia-se:...AREB3
onde se lé:...AREF3..., leia-se:...AREF4 e onde se lé:...AREB3..., leia-se:...AREB4
ltem 4.2.4, Legenda, onde se lé:...Figura 19 - Dendograma ., leia-se: Figura 19 -
Dendrograma....
item 4.2.4, pg. 99, 1°§ 7%linha, onde se lé:...da diversidade de Bacteri,..., leia-se:...da
diversidade de Bacteria,....
Item 4.2.4, pgs. 101; 110; Figura 20 e Figura 24, respectivamente, onde se lé:...Riqueza de
espécies (S) em solo argiloso (ARG) ou arenoso (ARE), em fungdo da dose de biossdlido
adicionada, avaliada 30 (1) e 60 (2) dias ap6s o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dado,s, de abundancia relativa dos amplicons....A, solos tratados com
biossélido da ETE-Franca....; ETE-Barueri:... A e B, 30 dias ap6s o plantio de milho; C e D,
60 dias apés o plantio de mllho leia-se:...: F|gura 20 e Figura 24, respectivamente - indlces ,
de diversidade dos amplicons da regidao V3 do rDNA 16S. Numero de amplicons em cada
tratamento (S) em solo argiloso ou arenoso, em fungdo da dose de biossoélido adicionada,
avaliada 30 (1%) e 60 (22) dias ap6s o plantio de milho...A, solos tratados com biossélido da
ETE-Franca....; B, solos tratados com biossélido da ETE-Barueri: Item 4.2.4, pgs. 102; 104,
106, 111, 115; Figura 21, Figura 22, Figura 23, Figura 25, Figura 26, Figura 27,
respectivamente, onde se lé:...A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca....; ETE-
Barueri:... A e B, 30 dias apds o plantio de milho; C e D, 60 dias apés o plantio de milho.,
leia-se:...A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca...; B, solos tratados com biossélido
da ETE-Barueri....
Iitem 4.2.4, pgs 101; 102; 104; 106; 110; 111; 114; 115, Legenda:
onde se lé: ARG(12), leia-se: solo argiloso (12)
onde se lé: ARG(2?), leia-se: solo argiloso (2?)
onde se lé: ARE(2?), leia-se: solo arenoso (2?)
onde se lé: ARE(1?), leia-se solo arenoso (12)



ERRATA

item 4.2.4, pg. 107, 12§ 2%inha, onde se lé:...foram observadas variagdes nos indices,...,
leia-se:... foram observadas variagdes nos indices,...

item 4.2.4, pg 116, 2°§ 12linha, onde se lé:...da diversidade tém extensivamente usadas....,
leia-se:..da diversidade tém sido extensivamente usadas...

Iltem 4.2.5, pg 118, Tabela 14, onde se lé:...da regido V3 do rDNA 16S de Bacteria,..., leia-
se:... daregiao V3 do rDNA 16S de Bacteria,.....

item 4.2.5, pg 119, 2°§ 17%inha, onde se I|é:....Enterobacter, Klebisiela,..., leia-
se:..Enterobacter, Klebsiella

Item 4.2.5, pg 121, CONCLUSOES, onde se lé:

- A estrutura da comunidade de Bacteria do solo tratado com biossélido com baixa
concentragao de metais pode ser alterada temporariamente;

- A estrutura da comunidade de Bacteria foi alterada com a aplicagdo de biossoélidos com
altas concentragdoes de metais pesados, porém os efeitos do distarbio causado foram
minimizados com o aumento do tempo de incubacao;

- A estrutura da comunidade de Bacteria em solo arenoso foi mais sensivel a aplicagao de
altas concentracdes de metais pesados.

leia-se:

- A estrutura e diversidade de Bacteria foram modificadas durante o cultivo do milho, em
ambos os solos;

- Os indices de diversidade foram alterados em todos os tratamentos. Em solos tratados com
biossélido contendo baixa concentracdo de metais, em geral, S e H aumentaram apés 2
semanas de incubagio. Ja-os valores de D e E foram reduzidos neste periodo. Somente os
tratamentos que receberam a dose 4 sofreram aumento nos seus valores ao longo do tempo
de incubacgao. Apés 8 semanas todos os indices apresentaram valores semelhantes ao
controle.

- Em solos argiloso e arenoso, foram observadas alteragées na estrutura das comunidades
de Bacteria. Nestes tratamentos, os coeficientes de similaridade e indices de diversidade
variaram de 30 para 60 dias apés o plantio do milho. Os valores de S diferem especialmente
com a aplicagéo da dose 3 do biossélido da. ETE-Barueri, com valores aproximados apés 60
dias. Os valores de H permaneceram quase constante independente das doses de biossolido
aplicadas, em ambos os solos. A dominancia foi dependente da dose de biossélido aplicada,
com maior aumento nas primeiras doses do biossélido de ETE-Franca. A eqitabilidade foi
também dependente da dose de biossélido aplicada, porém, os maiores valores foram
observados em solo arenoso tratado com biossélido da ETE-Barueri.

- Os dois conjuntos de iniciadores utilizados, permitiram verificar variagdes na estrutura da
comunidade. O conjunto formado pelos iniciadores BA63fGC / UN518r, foi menos sensivel,
mostrando pequenas diferengas entre os coeficientes de similaridade e indices de
diversidade.
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DIVERSIDADE E ESTRUTURA DE COMUNIDADES DE BACTERIA EM
SOLOS TRATADOS COM BIOSSOLIDOS

Autora: Angela Garcia de Souza
Orientador: Prof. Dr. Marcio Rodrigues Lambais

RESUMO

A utilizagdo de biossélidos como fonte de nutrientes vegetais e/ou
como condicionador da estrutura de solos agricolas tem sido amplamente
preconizada. Embora seu efeito benéfico para as plantas seja inquestionavel,
muito pouco se sabe sobre seu impacto sobre a microbiota dos solos.
Dependendo de sua origem, biossélidos podem conter altas concentragbes de
metais e agentes antimicrobianos, os quais podem interferir na fisiologia da
microbiota, modificando a estrutura da comunidade microbiana dos solos. Como
a biodiversidade dos solos pode estar associada a sua qualidade, o impacto da
aplicacado de biossodlidos aos solos. deve ser mais estudado. Neste trabalho,
alteracbes da diversidade genética e da estrutura da comunidade de Bacteria
de solos tratados com biossélidos de duas ETEs do Estado de Sdo Paulo foram
avaliadas pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante (DGGE). No primeiro experimento, foram avaliadas as alteracbes



na diversidade genética e estrutura da comunidade de Bacteria de um
NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico, ao longo do tempo (0; 1; 2; 4 e 8
semanas) apés a aplicagdo do biossdlido da ETE-Franca em quantidades
equivalentes a 6; 12, 24 e 48 Mg ha™ além de um controle sem adicao de
biossélido. No segundo experimento, foi avaliado o impacto da aplicagdo de
biossdlidos da ETE-Franca e ETE-Barueri, caracterizados pela alta e baixa
concentracdo de metais pesados, respectivamente, em dois tipos de solo
(NEOSSOLO QUARTZARENICO Ortico tipico e NITOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico tipico), cultivados com milho, sobre a diversidade genética e
estrutura da comunidade de Bacteria. O biossélido da ETE-Franca foi utilizado
em quantidades equivalentes a 6; 24; 96 Mg ha™'. Ja o biossdlido da ETE-
Barueri foi utilizado em quantidades equivalentes a 31; 62; 124 Mg ha™ além de
um controle sem adicdo de biossdlido para cada tipo de solo. Os resultados
demonstraram que a aplicacdo de biossélido com baixa concentracdo de metais
pesados foi capaz de modificar a estrutura da comunidade de Bacteria, que se
restabeleceu com o tempo. Os indices de diversidade demonstraram as
variagoes na estrutura da comunidade com aumentos da riqueza de espécies e
diversidade no inicio do experimento e maior domindncia apdés 8 semanas,
sendo indicativo da resiliéncia. No segundo experimento, foram detectadas
variacbes nos amplicons de DGGE, demonstrando que a estrutura da
comunidade de Bacteria foi alterada em relagdo as doses e tipo de biossélido e
tipo de solos utilizados. Solos tratados com o biossdlido da ETE-Franca tiveram
maior similaridade com os controles sem biossdlido. Quando tratados com
biossélido da ETE-Barueri, a estrutura da comunidade de Bacteria foi alterada,
sendo maior o efeito em solos arenosos. Os indices de diversidade em geral
sofreram grandes modificagdes, entre 30 e 60 dias apds o plantio de milho, com
alta variabilidade nos. valores de S (riqueza de espécies). H (diversidade) foi
quase constante e D (domindncia) e E (equitabilidade) sdo dependentes das
doses de biossdlidos aplicadas. -



DIVERSITY AND STRUCTURE OF BACTERIA COMMUNITIES IN SOILS
AMENDED WITH BIOSSOLIDS

‘Author: Angela Garcia de Souza
Adbviser: Prof. Dr. Marcio Rodrigues Lambais

SUMMARY

The use of biosolids as a source of vegetables nutrients and/or as a
conditioner of soil structure has been extensively recommended. Although their
beneficial effects on improving vegetables growth:are unquestioned, not enough
details of their impact over soils with microorganisms are known. According to
their origins biosolids may contain high ‘co‘ncentrat‘iOns of metals and
antimicrobial compounds, which may affect the physiology of microorganisms
changing the structure of soil microbial communities. Since soil biodiversity may
be related to its quality, the impact of biosolids application in agricultural soils
must be characterized. In this research, it has been examined the changes in
genetic diversities and structure microbial communities -of soil amended with
biossolids of two Treatment Stations ( ETEs ) in Sdo-Paulo. It has been used the
method of electrophorese in poliacrilamida desnaturig gradient gel (DGGE). In
the first experiment, it has been examined the changes in the diversitiy and
communities structure of Bacteria of NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico
tipico, along (0; 1; 2; 4 e 8 weeks) after fhe application of biossolids from ETE-
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Franca in amounts of 6; 12; 24; 48 Mg ha™ beyond the control on a sample
without biossolids. In the second experiment, it has been evaluated the impact
of biossolids application from ETE-Barueri and ETE-Franca, with high and low
concentration of heavy metals, respectively in two kinds of soils (NEOSSOLO
QUARTZARENICO Ortico tipic € NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipic),
begotten in com maize, in the diversities and communities structure of Bacteria.
In the biossolids from ETE-Franca it has been used amounts of 6; 24; 96 Mg ha
' and in the biossolids from ETE-Barueri the amounts have been of 31; 62; 124
Mg ha™ and one soil control with no addition of biossolids in both of the cases.
The results have shown that the amending of biossolids with low concentration
of heavy metals has been capable to modify the communities structure of
Bacteria restored along the time. The diversities index have shown that the
changes in the structure of Bacteria communities brought an improvement of soil
in the beginning of the experiment and more effectively after 8 weeks have
shown the resilience of systems. In the second experiment, it has been detected
many changes in fingerprints of DGGE, showing that the structure of Bacteria
communities has been modified according to kind and doses of biossolids and
soil which have been used. Soils amended with biossolids from ETE-Franca
have presented more similarities with soil without biossolids. When the soils
have been amended with biossolids from ETE-Barueri the structure of Bacteria
communities have been modified. That has happened more effectively in sandy
soils. The diversity index suffered great changes between 30 and 60 days after
the plantation of maize, showing much variation of S (richnees). H (diversity) has
been nearly constant. The index D (dominancy) and E (evenness) depend on
how much biossolids have been applied.



1 INTRODUCAO

A producéo de alimentos em grande escala deve ser compativel com
a manutencéo da qualidade ambiental. Neste contexto o sistema solo de\)e ser
um meio para o desenvolvimento e conservacao da saude de plantés, animais e
do homem (Banerjee et al., 1997). A qualidade de um solo é fundamental para a
determinacdo de sua sustentabilidade e produtividade (Kennedy & Smith,
1995).

Os solos brasileiros sdo na sua maioria acidos e distréficos,
apresentando baixas concentragdes de nutrientes. Estas caracteristicas,
somadas ao manejo inadequado, podem causar problemas nutricionais para as
plantas e afetar a atividade microbiana (Tsai et al., 1992). A microbiota do solo
é o componente biolégico mais significativo para a manutencdo da sua
qualidade, jA que é o agente catalitico responsavel pelas principais
transformacdes da matéria organica e solubilizacdo de macro e micronutrientes
(Banerjee et al., 1997). A baixa taxa de reposicao de nutrientes e corretivos,
bem como, o intenso revolvimento, pode contribuir para a reducao da atividade
microbiana e resultar na sua degradagcdo, comprometendo ‘sua capacidade
produtiva (Bending et al., 2000).

Novas praticas de manejo agricola preconizam a adicado de matéria
orgdnica para minimizar os distlrbios causados pelos sistemas de cultivo
tradicionais, 0 que contribui para a melhoria de processos fisicos, quimicos e



biolégicos dos agrossistemas (Vortmann & Wagner, 1987). Assim sendo, 0 uso
agricola de biossdlidos pode ser uma pratica importante para aumentar a
concentracdo de matéria orgénica dos solos tropicais e contribuir para o
aumento da sua produtividade. A aplicacéo de biossélidos em areas agricolas €
uma estratégia bem sucedida, principalmente nos EUA, onde podem ser
observados aumentos significativos na produtividadé das culturas (Parr &
Hornick, 1993). Biossdlidos podem também ser utiliza‘dos na recuperacéo de
areas degradadas, pois restauram as propriedades fisicas e quimicas dos
solos.

Biossdlidos, quando adicionados ao solo, fornecem macro e
micronutrientes, aumentam a capacidade de retencao de agua e aumentam a
estabilidade de agregados (Paul & Clarck, 1996). Por outro lado, biossélidos
podem conter metais pesados, que sa@o incorporados na cadeia alimentar.
Aumentos  significativos nas concentracbes de metais : pesados em solos
resultantes da constante adicdo de biossdlidos, oriﬁriddé de Estacdes de
Tratamento de Esgotos (ETEs), foram observados por McGrath (1994). Por
outro lado, solos com alto teor de matéria orgénica pc;dem adsorver maiores
quantidades de metais pesados, diminuindo sua disponibilidade (Schulten &
Leinweber, 2000). A disponibilidade de metais pesados no solo e seu efeito
sobre a biota, dependem tanto da quantidade quanto da qualidade da matéria
organica adicionada (Banerjee et al., 1997). Porém, alta concentracdo de
metais pode diminuir a capacidade metabdlica da microbiota dos solos.

Embora poucos trabalhos tenham sido feitos em condig¢bes tropicais,
especialmente no Brasil, a andlise do efeito de biossélidos contendo metais nas
comunidades bacterianas de solos agricolas, pode contribuir significativamente
para a avaliagdo do impacto causado pela adicdo de biossdlidos ricos em
metais em solos agricolas. A analise de amplicons do gene que codifica o rRNA
16S por eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante



(DGGE), pode ser uma importante ferramenta para o estudo de populagtes
bacterianas complexas, pois permite 0 monitoramento de bactérias cultivaveis e
ndo-cultivaveis (Muyzer et al., 1993; Ovreas et al., 1997). Isto favorece o estudo
da estrutura das comunidades do solo ou de populacdes especificas como
fixadores de nitrogénio, redutores de sulfato, entre outros.

Os objetivos deste trabalho sdo: (i) determinar alteragdes na
estrutura da comunidade e diversidade genética de Bacteria de um solo
agricola ndo-cultivado, apds a aplicacao de biossdlido com baixa concentragao
de metais; (ii) determinar alteragcdes na diversidade genética e estrutura de
comunidades de Bacteria em solos tratados com biossélidos contendo alta e
baixa concentracdo de metais pesados, cultivados com milho.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biossodlidos: geracao, caracteristicas e disposicao

Todas as atividades humanas séo geradoras de residuos, sendo sua
qualidade e quantidade variavel ao longo do tempo em fungdo de aspectos
sécio-econdmicos, culturais e geograficos. O aumento da populagdo nos
grandes centros urbanos, no Brasil e no mundo, refletiu-se diretamente no
volume de residuos liquidos e sélidos produzidos diariamente. O tratamento
biolégico dos residuos liquidos, gera uma massa de sélidos sedimentaveis
constituida, principalmente de células microbianas chamada de lodo ou
biossdlido. Aproximadamente 29 milhdes de toneladas de biossdlidos sdo
gerados anualmente nos Estados Unidos e Europa, dos quais somente 26% e
39% sao reciclados, respectivamente, conforme dados do Projeto Tieté (1998).
Na regiao metropolitana de Sao Paulo, a producéo prevista de biossdlidos, em
base seca, sera de 785 toneladas por dia, em 2015 (Tsutya, 2000).

As ETEs, recebem os efluentes liquidos urbanos provenientes de
areas residenciais e/ou industriais. A matéria organica dos efluentes é separada
e estabilizada por diferentes processos, podendo ter disposicao final variada.
Entre as possibilidades de disposicado dos biossdlidos estao: aterro sanitario ou
exclusivo, disposicdo em solos agricolas, langamento no mar (apés sua
estabilizagdo) e incineragcdo (Goncgalves & Ludovice, 2000). O Plano Diretor de
Lodos da SABESP prevé trés destinos: disposicdo em aterros exclusivos, uso
agricola e incineragdo (Tsutya, 2000).



O aterro sanitario pode causar poluicdo do ar (pela exalacdo de
odores, fumaca, gases toxicos ou material particulado), das aguas superficiais
(pelo escoamento de liquidos percolados -ou carregamento de residuos pela
acdo das aguas da chuva), do solo e das dguas subterraneas (pela infiltracdo
de liquidos percolados) (Hali, 1998). Além disso, os aterros sanitarios
necessitam de grandes areas com caracteristicas topograficas adequadas, para
instalacdo. No caso de aterros exclusivos, tem-se a vantagem da disposi¢do do
biossélido na forma de tortas desidratadas quimicamente, com aplicacédo de cal
virgem 60% em massa (Tsutya, 2000). A disbosigéo em aterros sanitarios ou
aterros exclusivos, bem como a incineragdo, requerem tecnologias sofisticadas
e podem apresentar alto custo por tonelada tratada (Goncalves & Luduvice,
2000). O uso agricola de biossélidos tem se >mt,ostrado, dentro do panorama
mundial, como uma solucédo adequada do ponto ‘de_vista técnico, econdmico e
ambiental, pois promove a reciclagem de nutrientes, confere melhorias fisicas e
biologicas aos solos e acima de tudo, representa Qma solucdo para minimizar o
problema da disposicdo de grandes quantidades de biossélidos gerados.

Os. biossdlidos possuem aproximadamente 10-20% de sdlidos, dos
quais cerca de 70% estao na forma orgénica (lmhoff & Imhoff, 1985). Este
material pode ser submetido a processos .aerébios ou anaerdbios de
estabilizacdo, gerando produtos finais com; ‘_ca'rél_Cten’sticas diferenciadas
(Goncalves & Luduvice, 2000). A presenca de macrbriutrientes comoN,Pe Ké
0 que possibilita 0 uso dos biossélidos como insumo agricola potencial. Além de
servir como fonte de nutrientes, os biossélidds_ ‘podem aumentar o teor de
matéria organica, a CTC e o pH dos solos (Khahj & Scpllion, 2000). O aumento
na estabilidade de agregados, a diminuicéo do aluminio trocavel, a melhoria na
estrutura do-solo, bem como o aumento na producdo de matéria seca e
produtividade das culturas, sdo beneficios do uso agricola do biossdlido
(Obbard, 2001). As melhorias na fertilidade e nas propriedades fisicas do solo
foram reconhecidas por Chander et al. (1995), os quais enfatizam os efeitos dos



biossdlidos nas propriedades bioldgicas do solo, medidas através da atividade
respiratoria, biomassa e nimero de células microbianas. Carmo (2000) avaliou
o impacto de metais pesados, presente em biossdélidos, sobre pardmetros
bioldgicos. Os resultados mostraram que a aplicagdo de biossdlido modifica o
pH, altera a atividade microbiana, especialmente no periodo em que 0 processo
de degradacdo da matéria organica esta ocorrendo. Apesar dos efeitos
benéficos, um dos problemas associados a aplicagdo agricola de biossélidos é
o enriquecimento do solo em metais, causando toxidez a plantas e
microrganismos, além da possibilidade de introdugdo de patégenos humanos
(FlieBbach et al., 1994). Griffiths et al. (2001) determinaram a sensibilidade
relativa da estabilidade funcional e indicadores potenciais do estado biolégico
do solo, para serem usados na detec¢do das alteragdo resultantes de diferentes
fontes de impactos. A estabilidade funcional das populagdes de protozoarios e a
cinética de mineralizacdo de substrato foram medidas em duplicatas de solos
tratados com alta ou baixa diversidade de plantas, poluido ou ndo com
hidrocarbonetos, com pratica de manejo intensiva ou extensiva. Os resultados
mostraram que a cinética de mineralizagéo do substrato foi significativamente
estimulada pela poluicdo por hidrocarboneto, diferindo do controle. A
estabilidade funcional forneceu dados quantitativos sobre a resisténcia do solo
ao disturbio imposto, diferenciando os tratamentos.

Os riscos associados a aplicacdo de biossoélidos em solos agricolas
tém sido avaliados nos Estados Unidos, Austrdlia e paises da Comunidade
Européia. Nos Estados Unidos e Australia, os limites de substancias poluentes
nos biossdlidos sdo fixados com base na idéia de administrar um risco
ambiental aceitavel. Procede-se a anadlise da exposicdo ao risco e das
respostas as doses aplicadas, caracterizando-se o risco pela probabilidade e
calculando a concentracdo que causaria a primeira indicacdo de toxidez as
plantas cultivadas (Santos & Tsutya, 1998)..



Na Comunidade Européia, as bases para o uso controlado de
biossdlidos na agricultura foram estabelecidas pela implementagdao da Diretriz
da Comunidade Européia 86/278/EEC em 1989, apds anos de negociagdo e de
consideraveis pesquisas (Hall, 1998). Os limites de potenciais poluentes
introduzidos no solo através dos biossdlidos se baseiam em suas
concentracdes no solo antes da aplicagdo dos mesmos (Santos et al., 1997).
Consideram também a protegdo da planta, dos animais e da satde humana e
as restricbes a seis elementos potencialmente téxicos: Zn, Cu, Ni, Cd, Pb e Hg
(Hall, 1998).

No Brasil, os Estados do Parana e Sado Paulo adaptaram
respectivamente, as normas elaboradas pela Comunidade Européia e pelos
E.U.A. para monitorar a aplicagdo de biossélidos em dareas agricolas, devido
principalmente, a falta de estudos locais para o estabelecimento de uma
legislacdo prépria. No Estado de Sao Paulo, teve inicio em 1996, a elaboracdo
de uma norma técnica, com procedimentos e critérios para o0 uso de biossoélidos
em dreas agricolas. Em 1999, a CETESB aprovou a Norma P4.230,
contemplando os critérios para projetos de implantacdo e operagdo dos
sistemas de aplicagdo de biossélidos das ETEs em solos agricolas. Esta Norma
foi elaborada com base na Legislacdo da Agéncia de Protegdo Ambiental dos
EUA (EPA parte 503), principalmente, e vem servindo de base para estudos do
‘impacto ambiental em areas agricolas tratadas com biossdlidos.

2.2 Metais pesados e biossdlidos

A designacdo "metais pesados" é dada aos elementos com massa
especifica maior que 5 g cm™. Metais pesados estdo incluidos na categoria de
"elementos trago”, por serem naturalmente encontrados em concentracdes de
poucas partes por -milhdao (Mattiazzo-Prezotto, 1994). A origem primaria dos
metais pesados esta relacionada ao material de origem do solo, jA que a



maioria das rochas contém estes metais em sua composicdo (Paul & Clarck,
1996).

- A absorgéo, distribuicdo e efeito de metais pesados em diferentes
procesébs metabdlicos sdo ¢ontrolados por diferentes mecanismos, em plantas
e microrganismos (Ross, 1994). Estes mecanismos irdo atuar de acordo com
cada organismo, seu estdgio de desenvolvimento, tempo de exposicdo e
disponibilidade do metal (Leita et al., 1995). Os metais pesados podem exercer
funcdes importantes no metabolismo microbiano. Em altas concentracoes, sdo
téxicos, podendo inibir atividades enzimaticas, alterar as fungbes das
membranas e ocasionar danos ao DNA (Roane, 1999).

| Um dos problemas da utilizagdo de. biessélidos na agricultura é o
enriquecimento do solo com metais pesados. O excesso de metais no solo
pode causar efeitos prejudiciais as plantas (McGrathl.; 1994) e inibir atividades
microbianas essenciais (Brookes, 1995), com reflexos na ciclagem de nutrientes
e fertilidade do solo (Giller et al., 1998). As concentragdes méaximas de metais
pesados admitidos nos biossélidos a serem utilizados.na agricultura, variam em
funcdo daslegislagdes ambientais dos diferentes paises (Quadro 1).

Os metais adicionados ao solo via biossélidos apresentam limitado
movimento no perfil, acumulando-se geralmente: nos horizontes superficiais
(Chaney, 1994). Assim, altas doses ou repetidas aplicacdes, podem contribuir
para o aumento da concentragdo. de metais na camada ardvel e
conseqiientemente, nas plantas cultivadas _(McGréth et al., 1995). Ao avaliar a
disponibilidade de metais em trés solos de texturas distintas (areia franca,
franco argiloso e franco siltoso), tratados com diferentes doses de biossélidos
(0, 42, 84, 126, 168 e 210 Mg ha™, base seca), Rappaport et al. (1988)
constataram que a aplicacdo de biossélido aumentou as concentragdes de Cd,



Metal pesado  ?Suécia °Alemanha 2Suica °Holanda °Franca °EUA
Arsénio - - - - - 75
Cadmio 15 10 30 10 20 85
Cromo 1000 1900 1000 500 1000 3000 |
Cobre 3000 800 1000 600 1000 4300
Chumbo 300 900 1000 500 800 840
Merctirio 8 8 10 . 10 57
Molibdénio - - - - - 75
Niquel 500 200 200 100 200 420
Selénio - - - - 100 100
Zinco ’ 10000 2500 3000 - 2000 3000 7500
Prata - - - - - -
Cobalto 50 - 100 - - -
Manganés - - 500 - - -

(7) valor ndo determinado; “Fernandes et al., 1993; "Bergs & Lindner, 1997; °Silva, 1995; °Nardin
& Chabrier, 1997; °Estados Unidos, 1995b. Os dados séo apresentados em (mg kg™ de matéria
seca). '

Quadro 1. Teores maximos de metais pesados admitidos no biossdlido a' ser
utilizado na agricultura, segundo a legislagdo de diversos paises.
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Cu, Ni e Zn nos graos de milho e/ou nas folhas da base da espiga. Entretanto,
tais concentragées encontravam-se dentro da faixa considerada adequada.
Apesar das aplicacbes de Zn e Cu via biossélido excederem o limite
estabelecido pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, nédo
foram observodos sintomas de fitotoxicidade em milho, nos trés solos
estudados. A adicdo de biossélido promoveu um aumento da concentracédo de
Cd, Cu, Cr, Ni e Zn em Areia Quartzosa ou Latossolo Roxo, em doses variando
de 13,5 a 40,5 Mg kg (base seca). Entretanto, o aumento da fitodisponibilidade
desses metais para a cultura do milho (Zea mays L.) sé foi observado para a
maior dose aplicada (Oliveira, 1995).

Amostras de solo com diferentes pHs foram avaliadas por Kunito et
al. (1999). Os efeitos do cobre sobre microrganismos foram avaliados pela
relacdo entre a taxa de carbono da biomassa com o carbono total e a tolerancia
da comunidade a presenca deste metal. Os resultados mostraram que outras
propriedades dos solos exercem mais influéncia sobre a biomassa microbiana
de carbono e a alta toxocidade do cobre foi modificada em fungcdo do pH. Em
ensaios em casa-de-vegetacdo, Berton et al. (1989) estudaram as alteragdes
nas propriedades quimicas e disponibilidade de N, P, K, Ca, Mg, Zn e Cu, em
‘cinco solos representativos do Estado de Sao Paulo, apds a incorporagdo do
equivalente a 40 ou 80 Mg ha™ de biossdlido (base seca), usando milho como
planta teste. Os resultados mostraram que a incorporacdo de biossélidos
proporcionou a elevacdao do pH em todos os solos, reduzindo os teores de Al-
trocdvel. A adicdo de biossdlido também aumentou o rendimento da matéria
seca das plantas e das quantidades de N, P, Ca, Mg e Zn absorvidas. Nem
mesmo na dose mais alta de biossdlido, a absor¢ao de Cu e Zn pelas plantas
chegou a atingir niveis que pudessem reduzir a producdo de matéria seca da
parte aérea do milho.
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Um estudo em microcosmo, comparando o efeito de espécies de
plantas, origem do solo e um inoculante bacteriano no estabelecimento de
comunidades microbianas que colonizam as raizes das plantas foi conduzido
por Miethling et al. (2000), os quais detectaram comunidades especificas em
funcéo da cultura utilizada, ndo havendo efeitos em relagdo ao tipo de solo. A
presenca de uma determinada cultura, em geral, proporciona o
desenvolvimento de micrositios na rizosfera, resultantes da producdo de
exsudatos especificos a cada cultura (Baudoin et al., 2000). As comunidade
microbianas da rizosfera podem sofrer variacbes em fungdo do estado
fisioldgico e estdgio de desenvolvimento da planta (Gelsomino et al., 1999).
Mudancas na estrutura da comunidade de Bacteria foram observadas por
Kozdroj & van Elsas (2001), demonstrando os efeitos de exsudatos de raizes.

Duas hipéteses tém sido propostas para descrever o efeito de metais
potencialmente téxicos em solos tratados com biossdlidos nas plantas. A
primeira hipétese é chamada "efeito platé". Segundo essa hipétese, o sistema
solo-planta possuiria mecanismos especificos que tenderiam a estabelecer uma
barreira a absorcdo de metais, os quais seriam absorvidos a uma taxa
determinada e sua biodisponibilidade se manteria constante ou diminuiria com o
tempo. A segunda hipétese € chamada "bomba reldgio". Essa hip6tese postula
que a capacidade de adsorcdo do metal no solo aumenta com a adicao de
matéria organica. Durante a sua mineralizagdo, esses metais seriam liberados
na solugdo do solo, causando toxidez as plantas e microrganismos (Chang et
al., 1997). A hipétese "platd” sugere que o biossélido é tanto uma fonte como
um sumidouro para os metais pesados aplicados ao solo. De acordo com Logan
et al. (1997), ha fatores confusos na hipétese "platdé", em relacdo a
decomposicao da matéria organica do biossélido e aos efeitos deste sobre o pH
do solo. A hipétese "bomba relégio" também apresenta aspectos pouco
conhecidos, sugerindo que o comportamento de metais em solos tratados com
biossodlidos deve ser mais estudado.
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Os efeitos de metais pesados sobre as populagcdes microbianas dos
solos foram investigados por vérios autores. O impacto de metais pesados no
crescimento de plantas e os efeitos sobre a atividade microbiana e fertilidade do
solo, apés um longo tempo de aplicagdo de biossdlidos, foi avaliado medindo-se
a atividade respiratéria aerdbia e a biomassa microbiana. Estes parametros e a
estimativa das populagdes de cianobactéria, Rhizobium e micorriza, foram
afetados de forma adversa, mesmo em solos que receberam biossdlidos com
metais em concentracdes abaixo dos limites estabelecidos pela Comunidade
Européia.

Leita et al. (1995) estudaram a influéncia dos metais Pb, Zn e Tl na -
sobrevivéncia da biomassa microbiana. Os resultados mostraram que aumentos
significativos nos valores de qCO. foram observados nas amostras de solos
contaminados com metais. Isso sugere que a biomassa utiliza amplamente seu
potencial fisiolégico para sobreviver em situagdes de estresse. Para isso, pode
usar dois mecanismos, mobilizacdo e posterior liberacdo do metal que se torna
disponivel em solugao novamente. McGrath et al. (1995) usaram solos siltoso e
arenoso para avaliar os efeito da aplicagcdo de biossdlidos, por periodos
prolongados. Os resultados mostraram que varios pardmetros foram indicativos
do impacto causado pelos metais em alta concentracdo. Da mesma forma,
aumentos de até 76% na concentracdo de metais pesados em solos,
diminuiram significativamente a  atividade fixadora de nitrogénio de
cianobactérias e o nimero de células de Rhizobium leguminosarum byv. trifolii,
em relacdo ao controle ndo contaminado (Dahlin et al., 1997). Esses dados
sugerem que a fixacdo biolégica de nitrogénio pode ser utilizada como um
indicador das condicdes de estresse do solo, pois é severamente afetada pela
presenca de metais pesados.

Algumas espécies de microrganismos sdo capazes de suportar
concentragdes relativamente altas de metais pesados. A tolerancia de



13

Pseudomonas marginalis e Bacillus megaterium, isolados de solos
contaminados por Pb, foi avaliada em alta e baixa concentracdo de Pb. A
andlise por microscopia eletronica de transmissdo mostrou que um novo
mecanismo de sequestro intracelular do Pb é usado por B. mageterium. Ja, P
marginalis produz substancias extracelulares como forma de protecdo (Roane,
1999). Da mesma forma, os efeitos de Pb sobre microrganismos de trés tipos
de solos (residencial, industrial e agricola) foram avaliados, utilizando-se perfis
de fosfolipidios e acidos nucléicos. Os dados sugerem que, em geral, as
comunidades microbianas dos solos foram pouco afetadas pelo Pb (Konopka et
al., 1999b).

Trabalhando com biossdlido enriquecido com metais, em
concentracdes 4 vezes maiores do que a permitida pela Uniao Européia, em
doses que variaram de 40 a 160 Mg ha™”, Chander et al. (1995) encontraram
incrementos de até 5,4 vezes na atividade microbiana, medida pela liberagao de
CO,, apbés 4 semanas de incubagdo, em solo com a dose mais elevada de
biossdlido. Apbs 64 semanas de incubacéo, os solos que haviam recebido as
menores doses ndo apresentaram nenhum efeito adverso. No entanto, nos
solos com doses mais elevadas de biossélidos foi observada redugdo na
mineralizacdo do nitrogénio organico. Os biossdlidos enriquecidos com Zn
foram mais téxicos do que aqueles enriquecidos com Ni, Cu e Cd, na respectiva
ordem: Zn > Ni > Cu > Cd. Baath et al. (1998), com o resultado da andlise de
componente principal dos padrdes de acidos graxos fosfolipidicos da
comunidade microbiana do solo, mostraram que a aplicacdo de altas doses de
Cu afeta a comunidade microbiana alterando sua estrutura, induzindo ou
reduzindo do nimero de espécies, conforme o contetido de umidade do solo.

Os efeitos da contaminacdo de solo por metais pesados sobre a
ciclagem de nutrientes, podem ser determinados por compara¢ao da biomassa
microbiana e atividades de mineralizacdo. Kuperman & Carreiro (1997),
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“estudam uma area de pastagem contaminada com metais, através da
determinacdo da biomassa microbiana, atividades enzimaticas (N-
acetilglucosaminidase, B-glucosidase, endocelulase e fosfatase alcalina) e
respiracdo induzida por substrato, verificaram que a contaminagdo por metais
afeta de modo adverso a abundéncia e atividade de microrganismos envolvidos
na decomposicao e ciclagem de nutrientes. Khan & Scullion (1999) estudando
cinco solos com diferentes conteudos de argila, matéria orgénica -e pH.
Encontraram variagcGes significativas nos diferentes parametros microbiolégicos
(biomassa microbiana, conteido de ergosterol, qCO,, conteido de N, acidos
graxos fosfolipidicos, etc), demonstrando os efeitos de altas concentracbes de
metais pesados sobre a microbiota de solos com diferente textura.

FlieBbach et al. (1994) avaliaram o carbono da biomassa microbiana
(C-biomassa) e a respiracdo de solo, apés um longo tempo da aplicacdo de
biossdlido contendo alta e baixa concentracdo de metais pesados. A aplicacéo

" de biossdlido com baixa concentragcdo de metais resultou em aumento na C-
biomassa e atividade microbiana do solo. Por outro lado, com a aplicagcdo de
biossdlido com alta concentracdo de metais, houve um decréscimo substancial
no C-biomassa. O quociénte metabdlico (qCO,), ou seja, a respiragdo do solo
por unidade de biomassa, aumentou com a quantidade de metais pesados
aplicados, sugerindo que o qCO. é um indicador sensivel de estresse causado
por metais pesados em solos. Contudo, a matéria organica pode mascarar um
possivel efeito inibitdrio de espécies quimicas téxicas presentes em biossdlidos
sobre a microbiota. O maior estimulo do crescimento das populagbes
microbianas na presenca de matéria organica em relacdo ao efeito inibitério de
metais pode ser freqlientemente observado em solos que receberam
biossélidos (Lambais, dados nao publicados). Assim, as andlises de atividades
das comunidades microbianas podem trazer grande contribuicdo para a
geracdo de indices de qualidade. biolégica de solos, compativeis com as
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necessidades de controle e monitoramento da aplicagdo agricola de
biossdlidos.

2.3 Efeito de biossodlidos e metais na diversidade funcional dos solos

Nos solos existe um nimero elevado de bactérias, fungos, algas, e
outros organismos (Tsai et al., 1992). Uma grande variedade de grupos
bacterianos pode patrticipar dos diversos processos biogeoquimicos (Alexander,
1977). Em solos colonizados por plantas, podemos encontrar, por exemplo,
bactérias promotoras do crescimento (Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum,
Beijerinckia), fixadoras de nitrogénio (Azotobacter, Beijerinckia, Azospirillum,
Bacillus, Rhizobium e Bradyrhizobium, dentre outras), e bactérias que
participam dos processos de degradacdo da matéria orgénica presentes na
regido da rizosfera ou fora dela (Liesack et al., 1997; Dalmastri et al., 1999). Na
rizosfera, sdo liberados os exudatos de plantas que servem como fonte de
nutrientes para comunidades microbianas especificas. Por outro lado, as
atividades metabdlicas destes microrganismos, resultam na liberacdo de
substancias organicas que podem afetar o desenvolvimento das plantas . Os
microrganismos da rizosfera também interagem entre si, resultando em
relacdes complexas, ainda pouco compreendidas (Ross, 1984).

A diversidade funcional da microbiota do solo esta relacionada com a
capacidade dos microrganismos participarem nos ciclos biogeoquimicos,
decomposicdo de moléculas organicas e outras transformagdes (Zak et al.,
1994), possibilitando 0 uso de comunidades bacterianas como indicadores de
distirbios ambientais. As atividades antrépicas tém promovido alteraces nas
condicdes do meio ambiente, comprometendo a diversidade de espécies,
principalmente devido a destruigdo ou redugdo dos recursos tréficos (Giller,
1984). A competicdo, mutualismo e outras relagbes tréficas nestas condicbes
induz, freqlientemente, interagées secunddrias entre espécies, com efeitos
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deletérios para o ecossistema. A diversidade funcional das comunidades
microbianas nos solos tem efeito direto na estrutura das mesmas, e vice-versa,
demonstrando a natureza complexa das interrelagdes biologicas . nestes
ecossistemas (Chapin lll et al., 2000). Tem sido;éugerido‘ que a sustentabilidade
dos solos agricolas depende da manutencdo de comunidades microbianas
ativas, com alta diversidade genética e funcional (Kennedy & Smith, 1995).

AlteracGes nas propriedades e atividades microbianas dos solos em
situacbes de estresse vém sendo constatadas, através da utilizagdo de
métodos gerais de enumeracao e quantificacdo da biomassa e avaliagdo das
atividades bioquimicas (Alexander, 1977). Em geral, esses métodos utilizam o
cultivo dos microrganismos do solo. No entantd, estima-ée que mais de 90%
dos microrganismos presentes no solo ndo possam ser cultivados em meios de
cultura (Torsvik et al., 1995). A presenca de organismos ndo-cultivaveis no solo
torna as técnicas convencionais limitadas (Qvreés et al., 1997), impedindo uma
caracterizacéo precisa do ecossistema (Torsvik et al., 1998).

Banerjee et al. (1997) estudaram’ a variagdo na biomassa e
diversidade funcional das populagdes microbianas de um'solo que recebeu a
aplicacdo de biossdlidos. Os resultados obtidos .sugerem que embora a
populacdo microbiana tenha sua diversidade reduzida, apresenta biomassa
igual ou superior aos controles sem biossélidos: Quando altas concentragbes
de biossélidos (200 Mg ha'') sdo aplicadas, reducdes da diversidade funcional
das comunidades microbianas sdo observadas. Porém, -a biomasa microbiana e
a taxa de mineralizagdo de N, P e S ndo sao afetadas.

A diminuicao na diversidade genética de microrganismos pode
teduzir a diversidade funcional, e, consequentemente, a ciclagem de alguns
nutrientes (Altieri, 1999). Os processos de mineralizagdo de C- e N-organico
séo altamente redundantes, ou seja, diferentes populagbes de microrganismos
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podem, em diferentes condicbes ambientais, realizar estes processos. Quando
estas populacbes sdo afetadas por condicbes de estresse, os efeitos gerais
sobre a mineralizagcdo de C e N sdo despreziveis (McCann, 2000). Assim,
atividades que apresentam alto grau de redundancia dificilmente se
correlacionam com as alteragdes da qualidade do solo, embecra sejam
importantes na determinacao de taxas de degradacdo de materiais organicos,
como os biossodlidos (Beare et al., 1995). As atividades bioquimicas raras, de
menor redundancia, podem ser indicadores potenciais da qualidade dos
ecossistemas (Bending et al., 2000). Mudangcas nessas atividades podem
induzir disturbios funcionais mensuraveis no solo, como a diminuicao da
fertilidade e capacidade de degradacao de moléculas potencialmente poluentes
(Altieri, 1999). O impacto de biossdlidos contaminados com metais pesados na
microbiota dos solos pode ser extremamente elevado, reduzindo a competéncia
fisiolégica da comunidade microbiana. Alteragbes na funcionalidade da
comunidade microbiana, com base na capacidade de utilizacdo de diferentes
fontes de carbono, tém sido Uteis para diagnosticar situacdes de estresse (Zak
et al,, 1994; Kostov et al., 2001). Reber (1992) avaliou a capacidade
degradativa de bactérias de solo, com base na utilizacdo de diferentes fontes de
carbono, utilizando placas BIOLOG. Os resultados demonstram que a
capacidade de utilizacao de substratos aromaticos pela comunidade microbiana
foi significativamente reduzida em solos contaminados com metais pesados.
Este autor concluiu que o impacto de biossélidos contaminados com metais
pesados é extremamente elevado, podendo reduzir a competéncia fisioldgica
da comunidade microbiana, com conseqiientes efeitos negativos na ciclagem
de nutrientes e degradacao de xenobidticos.

As placas de BIOLOG foram inoculadas para avaliar a capacidade de
utilizacdo das fontes de carbono (dextrina, celobiose, D-frutose, D-rafinose,
acido citrico, D-galactose, L-asparagina e outras), na rizosfera de batata. Apés
48 horas de incubagdo das placas, o DNA total foi extraido, amplificado e
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separado em TGGE/DGGE. Os resultados nado refletiram necessariamente o
potencial funcional dos membros dominantes detectados pela redugdo no
nimero de fragmentos de rBNA 16S em vdrias posicdes da placa. Os
fragmentos dominantes no gel estéo relacionados a subdivisdo gama da classe
de Proteobacterias, sugerindo que bactérias de rapido crescimento adaptadas a
alta concentracdo de substrato sdo numericamente dominantes e responsaveis
pelo padrao de consumo, compativel com a rizosfera de batata. Este estudo
mostrou que o perfil de utiizagdo de fonte de carbono néo reflete
necessariamente o0 potencial funcional dos membros numericamente
dominantes na comunidade microbiana usada como inéculo, .jA que essa
técnica baseia-se no cultivo de microrganismos. (Smalla et al., 1998).

Brim et al. (1999) estudaram a comunidade bacteriana de um solo
contaminado com Zn por técnicas de cultivo e por andlise dos perfis de metil
esteres de &acidos graxos (FAME). Os resultados sugerem que a adigcdo
continua de metais em ambientes naturais pode ocasionar alteragdes na
abundancia relativa de espécies tolerantes a metais, resultando em perda de
diversidade genética e metabdlica. As andlises das seqiiéncias de nucleotidios
do rDNA 16S de bactérias desse solo revelaram a presenca dos grupos o- e
de proteobacteria e Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides. Pela andlise de FAME,
uma estirpe resistente a metais, Ralstonia eutropha, foi encontrada como
biotipo dominante.

2.4 Efeito de biossélidos e metais pesados na diversidade genética e
estrutura de comunidades microbianas

Comunidade é o agrupamento de populacdes de diferentes espécies,
com capacidade de sobrevivéncia e sustentagdo prépria, localizado em uma
determinada regido geografica ou biéma (Kuske et al., 1997; Krebs, 1989). A
estrutura da comunidade é dada por suas caracteristicas ou padroes de
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organizagdo das espécies, em termos da diversidade, abundancia relativa,
dominancia, distribuicdo espacial e temporal, diversidade de tipos reprodutivos
e distribuicdo dos recursos tréficos (Giller, 1984).

Estima-se que somente uma pequena parcela (13%) da populagéao
microbiana mundial ja esta identificada. Como conseqiiéncia, uma grande
parcela da biota ainda permanece desconhecida e, portanto, ndo é estudada
(Torsvik et al., 1995). A componente biolégica na produtividade de solos
agricolas tem sido ignorada, mas é um aspecto importante no funcionamento do
ecossistema. Além disso, a microbiota do solo é altamente sensivel aos
disturbios causados pelas atividades antrépicas (Kandeler et al., 1996).
Mudancas nas propriedades quimicas e fisicas dos solos, resultantes das
praticas de manejo, alteram as caracteristicas quantitativas e qualitativas dos
micrositios, e consequentemente, o crescimento das popula¢gdes microbianas.
Adicionalmente, mudancas significativas na composicdo da comunidade ao
longo do perfil podem ocorrer, influenciando o desenvolvimento do sistema

radicular das plantas e as simbioses (Shen, 1997).

Ecologistas tém buscado, nos ultimos 20 anos, a melhor forma para
estimar a diversidade em amostras ambientais. Os indices de similaridade
probabilistica tém sido relevantes na classificagdo ecolégica, possibilitando a
determinagdo da ocorréncia ou abundéancia de uma espécie numa amostra ou
padrdao, em fungdo da sua probabilidade de distribuicdo na amostra analisada
(Jorgensen, 1992). Muitos métodos tém sido erﬁpregados para estimar a
diversidade de microrganismos. A utilizacdo desses indices permite a avaliagdo -
da estrutura de comunidades e comparagcbes entre comunidades,
independentemente da forma de amostragem e do tamanho da amostra (Giller,
1984). »

A estrutura de comunidades pode ser avaliada pela determinagcéo da
diversidade de espécies presentes nestas comunidades. A diversidade é fungéo
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de dois componentes principais: a) nimero total de espécies presentes (riqueza
de espécies ou abundéancia de espécies); b) distribuicao dos individuos entre as
espécies (equitabilidade de espécies) (Kennedy, 1999). Porém, um indice de
diversidade ndo € um valor Unico, e pode ndo indicar a composicdo total da
comunidade. Assim, os dados devem ser interpretados considerando-se tanto a
riqueza quanto a equitabilidade de espécies. Os indices de diversidade de
espécies usados para plantas e animais devem ser utilizados com cautela no
estudo de comunidades microbianas devido, principalmente, a dificuldade de
definicdo de espécie nesse grupo de organismos (Watve & Gangal, 1996).
Assim, muitos estudos tém sido realizados considerando caracteristicas
fenotipicas e/ou genotipicas de isolados bacterianos.

A toxicidade exercida por metais pesados pode suprimir ou muitas
vezes eliminar os organismos sensiveis da comunidade microbiana, resultando
numa mudanca na estrutura da comunidade (FlieBbach et al., 1994). Frostegard:
et al. (1993b) determinaram os efeitos de cinco metais na biomassa microbiana,
atividade e estrutura da comunidade, em dois tipos de solos por um periodo de
seis meses. Mudancas graduais na estrutura da comunidade foram observadas,
pela determinacdo de alteragdes nos padrées de &cidos graxos de fosfolipidios.
Os dados sugerem que houve selecdo de populagées tolerantes a metais.

A sobrevivéncia de cinco espécies de bactérias com e sem a adicdo
de metais pesados (Cs, Cd, Co, Sr) foi avaliada através de PCR-DGGE. Os
amplicons obtidos refletem a abundancia relativa de bactérias em dois
microcosmos: culturas puras e espécies de eubactérias, que permanecem no
solo apés a inoculagdo. Trés espécies: Pseudomonas aeruginosa FRD-1,
Shewanella putrefaciens 200, Desulfovibrio vulgaris Hildenborough, a
abundéancias relativas decresceu logo apés a inoculagcdo. A abundéancia de
Alcaligenes eutrophus CH34 permaneceu constante nas 8 semanas de
incubacdo, em ambos os tratamentos. J4 a abundancia de Sphingomonas
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aromaticivorans B0695 foi dose-dependente, diminuindo rapidamente em solo
nao-contaminado. Stephen et al. (1999) mostrou que em um microcosmo
nativo, antes da inoculagdo de adicdo dos metais, representado as espécies
mais abundantes. Estas amostras diferem das outras pela presenca de
amplicons em nimero e posicoes diferentes. Desses amplicons, um foi isolado
e seu DNA clonado e seqienciado. A sequéncia de nucleotideos revelou 100%
de homologia com uma o—proteobactéria ndo identificé@a, muito semelhante a
Caulobacter subvibroides, Rhizomonas suberifacians e Sphingomonas sp. Este
amplicom esta presente em todos os tratamentds;? ao longo do estudo,
sugerindo tratar-se de espécie tolerante a metais pesados.

Borneman et al. (1996) estudaram a diveréidéde microbiana de solo
sob pastagem, grande variedade de espécies ":yegetais, através da
caracterizacao de clones do rDNA 16S. Dos 124 clones sequenciados, 98,4%
eram de Bacteria, duas seqiéncias derivadas de organelas de procariotos
(fungo e planta), nenhuma seqiéncia de Archaea foi encontrada. Os
representantes de Bacteria, estavam distribuidos da Seguinte forma: 16,1%
(o.,B,8)-Proteobacteria, 21,8% grupo dos Cytophaga-Flexibacter-Bacteroides,
21,8% grupo de gram-positivas com baixo contetido de.G+C, 39,4% de outros
grupos desconhecidos. Essa metodologia possibilitou’ o estudo da diversidade
microbiana sem o emprego de técnicas de cultivo. Os"‘estudos conduzidos por
Sandaa et al. (1999) avaliaram o impacto da contaminacédo de metais pesados
na comunidade de Archaea em solos que receberam- diferentes doses de
biossdlidos. A hibridizacdo in situ utilizando sondas'}_fluorescentes (FISH)
mostrou um decréscimo na percentagem de-Archaea, i~,370,3% de 4',6-diamino-
2-phenilidona, em solos nao tratados com biossc')lidoé p'ara valores abaixo do
limite de deteccdo, em solos tratados com biossdlidos contaminados com
metais pesados. A andlise do rDNA 16S por DGGE revelou alteracdo na
estrutura da comunidade de Archaea em funcdao da contaminacao por metais
pesados. Os clones de rBNA 16S mostraram alta similaridade com um unico
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organismo, largamente distribuido, do reino das Crenarchaeota que ¢é
filogenéticamente diferente das espécies caracterizadas.

Macnaughton et al. (1999) avaliaram a comunidade de procariotos
em um solo, apés a aplicagdo de uma mistura de sais de metais pesados, por
PCR-DGGE e andlise de &cidos graxos de fosfolipidios. A adicdo de metais
téxicos (Sr, Co, Cs, Sr) resultou numa rapida alteracdo (1 semana) da
comunidade de eubactérias, quando comparado com o controle sem adicdo de
metais. Estas alteracbes permaneceram ao longo de todo o experimento (8
semanas). As maiores mudancas observadas em microcosmos contaminados,
em relacdo aos controles, foram, o aparecimento de quatro novos biotipos
(amplicons). Dois géneros foram indentificados por seqlienciamento e
apresentaram 100% de homologia com Acinetobacter e Burkholderia,
mostrando uma vantagem seletiva sobre outras eubacterias indigenas indizidas
por estresse com metal.

Eichner et al. (1999) analisaram o rDNA 16S, usando TGGE, da
comunidade microbiana de lodos ativados, apds exposicdo a dois fendis
substitu idos. Os sistemas de producdo de lodo foram inoculados com: (i)
microrganismos genéticamente modificados (MGM) para degradacao de fendis |
substituidos, (i) estirpes parentais nao modificadas geneticamente. Para
andlise quantitativa dos amplicons por TGGE, as bandas foram normalizadas
por um padrdo externo. As amostras foram entdo comparadas por similaridade
usando o coeficiente de Dice. O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H)
foi calculado para cada tratamento. Os resultados demonstram a diminuicao na
diversidade das comunidades apds o tratamento do lodo ativado com fenol. No
sistema nao-inoculado, o valor de H diminuiu de 1,13 para 0,22, ja, no sistema
inoculado,.0 H dimimuiu de 1,03 para 0,82. Nas amostras onde a inoculacéao foi
feita com as estirpes parentais, o indice de Shannon-Weaver diminuiu de 1,22
para 0,46, apds o tratamento com 3-clorofenol-4-metilfenol, e de 1,03 para 0,70,



23

apés o tratamento com 4-clorofenol-4-metilfenol. A capacidade catabdlica dos
MGMs pemitiu a protecdo da comunidade microbiana do lodo ativado.

2.5 Técnicas moleculares. para o estudo de comunidades microbianas dos
solos

O isolamento e identificagcdo dos microrganismos sdo a primeira
etapa no estudo de comunidades microbianas no solo. Como & maioria das
populagdes bacterianas ndo sdo de facil cultivo, a identificacdo destes
organismos por via bioquimica é insuficiente para um adequado monitoramento
ambiental (Schneegurt & Kulpa, 1998).

A introducdo de técnicas moleculares na analise da diversidade de
comunidades microbianas foi um dos principais avancos da ecologia microbiana
(Rosado et al., 1997). Para informacdes da presenca e diversidade de grupos
funcionais importantes e deteccdo de relagdes filogenéticas entre os
microrganismos, tém-se utilizado as caracteristicas dos genes codificando, o
rRNA 16S de procariotos ou 18S de eucariotos (Amann et al., 1995). Outros
métodos tém sido desenvolvidos para detectar e quantificar grupos
filogenéticos, com base nas seqiéncias de genes especificos. Algumas destas
técnicas sdo baseadas em hibridizagdo DNA-DNA, outras na amplificacéo por
PCR do DNA da comunidade microbiana seguido de analise de restricdo
(Liesack et al., 1997). Transcricdo reversa pode ser associada a PCR para
avaliar, também, a expressdo de genes especn’fibos. As vantagens e
desvantagens de cada método podem ser vistas no Quadro 2.

A extracao e analise de acidos nucléicos, DNA ou RNA, de amostras
ambientais, como solo, agua e sedimentos, sédo fundamentais para qualquer
procedimento experimental (Trevors & van Elsas, 1995). As metodologias para
extracdo de DNA consistem das seguintes etapas: (a) lise da célula ou
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METODO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Contagem em placa
(Brim et al., 1999)
Utilizacédo de substratos

de C (BIOLOG)
(Bending et al., 2000)

*Procedimento rapido

*Baixo custo

*Espécies isoladas
*Procedimento rapido
*Baixo custo :
*Comunidade microbiana

*Muitas espécies ndo sao
cultivéveis;

einformacgdes limitadas.
*Placas ndo séo
desenhadas para analises
de solo.

FAME (metil éster de
acidos graxos) de solo
(Miethling et al., 2000) -
PFLA &cidos graxos de
fosfolipidios totais
(Yao-et al., 2000)

*Procedimento rapido;

*Perfil lipidico da comunidade;
eldentificacdo de marcadores.

*Perfil da comunidade microbiana.viva;
eldentificagdo de marcadores;

-slndicador da biomassa.

*Detecta microrganismos
vivos e mortos;

*Detecta plantas e acidos
humicos.

*Procedimento demorado;
*Utiliza-se geralmente de
produtos quimicos téxicos.

PCR (reagdo em cadeia
de polimerase) (Nibel et
al., 1999)

*Amplificacdo seletiva de fragmentos
do gene 16S rRNA de comunldades
mistas; :
*Procedimento rapido.

*Produgéo de produtos
quiméricos;

*Pode ocorrer amplificagdo
preferencial

RT(transcricdo reversa)
(Kowalchuk et al., 1999)

*Técnica mais rigorosa de extracdo de
acido nucléico deve ser aplicada;
*Recuperacdo seletiva de informagdes
de seqliéncias de rBNA.

SSCP (polimorfismo de
conformacéo de fita
simples)
(Schwieger & Tebbe,
1998)

*N&o envolve clonagem :
*Mede a diversidade da comumdade
de bactéria;

*Sensivel &s populagdes marcadoras
em «<1,5%;

*Mudancas espaciais e temporals na
estrutura da comunidade podem ser

*Afetado por:

ematriz do gel
stemperatura

stamanho do fragmento
eseqiiéncias utilizadas.

.| detectadas.
DGGE/TGGE (gel de | *Répida avaliagéo da distribuicdo de *N&o detecta todas as
poliacrilamida com tipos de sequéncias amplificaveis; - populacdes;
gradiente desnaturante) |*Permite a separacéo de protutos de *Dados de seqiiéncia
(Kozdréj & van Elsas, - | PCR de diferentes orgamsmos e de limitados;
2000) musturas complexas. *Reduzida separagéo de
fragmentos maiores que
500 pb.

Quadro 2. Vantagens e desvantagens dos metodos de anallses microbiolégicas

de solos.
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recuperagao e lise subsequente; (b) extracdo e purificacdo dos acidos nucléicos
(Torsvik et al., 1995). O DNA obtido consiste de uma mistura de moléculas que,
teoricamente, representam a biota presente na amostra. A qualidade e
quantidade do DNA ambiental podem, assim, ser avaliadas em gel de agarose
por comparagdo com padrdo conhecido, e/ou espectrofotometria (Sambrook et
al., 1989). Muitos métodos utilizam o DNA para andlises de amostras
ambientais, mas a extracdo e andlise do RNA s&o, da mesma forma,
importantes, pois estas moléculas estdo relacionadas a atividade microbiana
nas amostras. O rRNA pode ser usado para se obter informacdes das taxas de
crescimento e diversidade de organismos ou populagdes microbianas.
Enquanto, a andlise de mRNA permite estudos da expressao de genes
especificos no ambiente (Tsai et al., 1991).

Em amostras provenientes do solo, a presenca de material hiumico
pode ser uma das maiores limitagdes, principalmente, para o emprego de
técnicas de amplificagdo por PCR. Além disso, as substancias humicas podem
reduzir a eficiéncia dos proceséos de clonagem molecular (Schuler & Zielinski,
1989). Varios métodos podem ser usados para o0 estudo de amostras
complexas, utilizando o material genético (DNA ou RNA) de amostras
ambientais. As técnicas de hibridizacdo permitem a deteccdo de genes
especificos em um genoma complexo, ou de mRNAs especificos em
transcritomas complexos. A hibridizagcdo de DNA-RNA tem sido usada para
quantificar o gene mer em comunidades expostas a mercﬂrip, e genes
envolvidos na degradacdo de compostos aromaticos por exemplo'(Schneegurt
& Kulpa, 1998).

A amplificacdo de fragmentos do rDNA 16S de Bacteria, utilizando
iniciadores homélogos a regiées conservadas do gene, aliado a eletroforese em
gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante (DGGE), tem sido util na
caracterizagao de alteragbes na estrutura de comunidades microbianas (Muyzer
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et al., 1993). Regibes conservadas do rDNA 16S sdo alvos para iniciadores
universais que podem amplificar 0 gene inteiro ou seqiiéncias parciais de um
grande numero de organismos. A utilizacdo de fragmentos amplificados
(amplicons) longos permite que se obtenha a maxima quantidade de informacgéo
de sequéncias para andlise filogenética e de diversidade (Rochelle et al., 1995).
A técnica de DGGE foi originalmente desenvolvida e aplicada em pesquisas
médicas para deteccdo de mutagdo de ponto (Myers et al., 1987), e foi
recentemente introduzida em estudos de ecologia microbiana (Muyzer at al.,
1993). Amplicons de mesmo tamanho, mas de diferentes sequéncias (regidoes
hipervariaveis do rDNA 16S, por exemplo), podem ser separados por
eletroforese, de acordo com suas propriedades de desnaturacdo (Heurer &
Smalla, 1997).

A técnica de DGGE apresenta melhor resolugdo para pequenos
fragmentos, neste caso, porém, nem todas as sequéncias de bactérias
conhecidas sdo amplificadas, mesmo quando a estringéncia € aumentada, para
maior eficiéncia de amplificagcdo e reducdo da formacdo de quimeras. Deve-se
tomar cuidado, entretanto, na interpretacdo dos resultados. Pequenas
contaminagdes podem levar a resultados imprecisos pela amplificacéo de falsos
positivos (Sandaa et al., 1999). Além disso, pode haver seqiiéncias muito
semelhantes que apresentam a mesma mobilidade em géis com gradiente
desnaturante (Kowalchuk et al., 1997).

Em geral, estudos de comunidades especificas (oxidantes de
amodnia, actinomicetos, Rhizobium, etc.), por DGGE, aliado a outras
metodologias, como plaqueamento ou BIOLOG, permitem obter resultados mais
precisos das alteragcbes destas comunidades em relacdo aos distarbios
ambientais causados por diversas condicoes ambientais. A principal limitagao
metodolbgica atual refere-se a definicdo dos critérios de amostragem, definigao
de nimero de seqiliéncias a serem analisadas e padronizagdo de protocolos de
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extracdo de DNA. De um modo geral, os procedimentos experimentais devem
evitar a extracdo e amplificacdo preferencial de DNA de grupos especificos, e
formacdo de artefatos nas reacdes de amplificacdo por PCR, que podem
resultar em falsos positivos. Estas limitagbes metodolégicas devem ser
consideradas nos estudos das alteragdes que ocorrem em ambientes naturais.



3 MATERIAL E METODOS

3.1'Experimento 1: Alteracdes da estrutura da comunidade de Bacteria de
um solo argiloso néo-cultivado tratado com biossélido da ETE-Franca

3.1.1 Solo

Foi usada amostra da camada superficial (0-20) de um solo, ndo
cultivado, classificado como NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico,
segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (Embrapa, 1999),
doravante designado argiloso, coletado no Campus da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Piracicaba, Estado de Sdo Paulo.
Andlises quimicas e fisicas de uma subamostra do solo foram realizadas no
Departamento de Solos e Nutricdo de Plantas, ESALQ, conforme descrito por
Raij et al. (1996) e Camargo et al. (1986), respectivamente. O P foi
determinados por espectrofotometria, apds extracdo com resina de troca de
fons. Ca e Mn foram determinados por espectrofotometria de absorgéo atémica
e K e Na foram determinados por fotometria de chama, apds extracdo com
resina de troca de cations. O H + Al foi determinado por titulometria, apds
extracdo com acetato de cdlcio 0,5 mol L™ (pH 7,0). A andlise granulométrica foi
feita pelo método do densimetro (Camargo et al, 1986).
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3.1.2 Biossodlido

O biossolido proveniente da ETE-Franca foi coletado em baldes
plastico. A amostragem foi feita em 10 pontos aleatérios nas pilhas de
biossdlido localizadas no patio da ETE-Franca, sendo armazenado a 4°C até o
momento das analises quimicas e instalacéo do experimento.

Uma subamostra do biossélido recém coletado foi enviada para
analise no Laboratério de Andlise de Solos, da ESALQ, conforme descrito por
Eaton et al. (1985). O pH foi medido por potenciometria, em solugdo aquosa na
proporcao 1:1. A quantidade de agua foi determinada gravimetricamente, pela
umidade perdida a 65°C. O C-organico foi determinado por digestdo com
KoCr207 e H2SO; e titulagdo com FeSO4 1 mol L. O N-total foi determinado por
digestdo com H>SO,, destilacdo em meio alcalino e titulagdo com H.SO,4 0,025
mol L. Os teores de P, K, Ca, Mg e Fe foram determinados em extrato obtido
por incineragcdo da amostra a 550°C dissolvendo-se as cinzas com solugdo de
HCI. A extracdo com resina de troca foi utilizada para extracdo e subseqiiente
andlises de: P-total, por espectrofotometria pelo método do amarelo de
molibdénio; K-total e Na-total, por titulometria com EDTA 0,01 mol L'; S-total,
por gravimetria, apds precipitacdo com BaCly; Cu-total, Mn-total, Zn-total e Fe-
total foram determinados por espectrofotometria de absorgdo atdmica. As
determinacbes das concentragdes de Ni, Cr, Cd e Cu foram feitas no laboratério
de Quimica Ambiental do Departamento de Ciéncias Exatas da ESALQ/USP
por espectrofotometria de absorcdo atomica em extrato de digestdo
- nitroperclérica. ‘
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3.1.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
com 4 doses de biossélido da ETE-Franca (18,6; 37,2; 74,4; 148,8 g kg") e um
controle sem adicao de biossdlido, em 4 repeticoes. 'A unidade experimental foi
constituida por vasos de 1,5 L com 0,5 kg de solo.

3.1.4 Instalacao e conducao do experimento

As doses de biossdlido foram definidas dé acordo com a Norma da
CETESB P4.230 (S&do Paulo, 1999), em fungdo da quantidade de nitrogénio
mineralizavel, adotando-se uma taxa de mineralizacdo de 20%, valor
recomendado para biossdlidos estabilizados por digestdo anaerdbia e das
necessidades de uma cultura de milho para obtengdo de uma produtividade
considerada média-alta. As doses foram calculadas a partir da dose equivalente
ao fornecimento de 150 kg N ha™ (Raij et al., 1996). As}:butras doses foram:
Dose 1 - controle sem aplicagao de biossdlido |
Dose 2 - 18,6 g kg™ ou 6 Mg ha” (metade da dose 3;)
Dose 3-37,2gkg" ou 12Mgha (150 kgN ha™)
Dose 4 - 74,4 g kg ou 24 Mg ha™ (2 vezes a dose 3)
Dose 5 - 148,8 g kg™ ou 48 Mg ha™ (4 vezes a dose 3).

O experimento foi realizado em condicdes de casa-de-vegetacao nas
dependéncias do Departamento de Solos e Nutrigéic_i de Plantas, da ESALQ, no
periodo de Setembro a Novembro de 2000. Foram feitas amostragens apés 1,
2, 4 e 8 semanas de incubagéo, totalizando 20 ‘parcelas por época. Em cada
vaso, 0 solo foi homogeneizado e uma suba_mb_stra (100 g) foi retirada e
armazenada em sacos plasticos devidamente idéntificados. De cada
tratamento, obteve-se uma amostra composta a partir de 4 subamostras, que
foram utilizadas para extracao de DNA total.
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3.2 Experimento 2: Alteracées da diversidade genética e estrutura das
comunidades de Bacteria em solos cultivados com milho (Zea mays), apés
a aplicacao de biossdlidos.

3.2.1 Solos

Foram utilizadas amostras de dois solos classificados como:
NITOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico e NEOSSOLO QUARTZARENICO
Ortico tipico, de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de solos
(Embrapa, 1999), doravante designados argiloso e arenoso, respectivamente,
coletados na regido de Piracicaba. Analises quimicas e fisicas de uma
subamostra de cada solo foram realizadas no Departamento de Solos e
Nutricdo de Plantas, ESALQ, conforme descrito por Raij et al. (1996) e
Camargo et al. (1986).

3.2.2 Biossolidos

Foram utilizados biossélidos da ETE-Franca (baixa concentracdo de
metais) e da ETE-Barueri (alta concentracdo de metais). Os procedimentos de
coleta, amostragem e anadlises foram realizados conforme descrito no item
3.1.2.

3.2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casalizado em
esquema fatorial, constituido de trés doses de biossélidos, duas épocas de
coleta (30 e 60 dias apGs o plantio de milho), dois tipos de solo (argiloso e
arenoso), em 3 repeticoes. Foram usadas quantidades equivalentes a 6; 24; 96
Mg ha™ do biossélido da ETE-Franca e quantidades equivalentes a 31 ;',62; 124;
Mg ha™! do biossélido da ETE-Barueri. '
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além de um controle sem adicdo de biossdlido, para cada tipo de solo. A
unidade experimental foi constituida por vasos com 3 kg de solo, contendo 4
sementes de milho (Dina 766, Dina milho, SP).

3.2.4 Instalacao e conducao do experimento

A calagem dos solos foi realizada com calcario dolomitico (PRNT
130%) para elevar a saturacdo em bases para 70%. Nos tratamentos com
adubacdo completa foram utilizados: 100 mg K kg™ solo (como nitrato de
potassio), 100 mg P kg solo (como super fosfato simples) e 100 mg N kg™ solo
(como sulfato de aménio).

As quantidades de biossdlidos foram definidas de acordo com os
mesmos critérios citados no item 3.1.4 As doses foram calculadas a partir da
dose ideal ou equivalente ao fornecimento de 150 kg N ha™ (37,2 g kg™ ou 12
Mg ha™' (Raij et al., 1996). As outras doses foram:

Para o biossélido da ETE-Franca:

Dose 1 - controle sem aplicacéo de biossélido

Dose 2 - 18,6 gkg” ou 6 Mg ha™ (metade da ideal )
Dose 4 - 74,4 gkg™ ou 24 Mg ha™ (2 vezes a ideal)
Dose 5 - 297,6 g kg™ ou 96 Mg ha™ (8 vezes a ideal).

-Para o biossdlido da ETE-Barueri:

Dose 1 - controle sem aplicagcdo de biossdlido

Dose 2 - 53,1 g kg ou 31 Mg ha™ (metade da dose 3)
Dose 3 - 106,2 g kg™ ou 62 Mg ha™ (150 kg N ha™)
Dose 4 - 212,4 g kg™ ou 124 Mg ha™ (2 vezes a dose 3)

As sementes de milho Dina 766 (Dina Miho, SP) foram
desinfestadas superficialmente com solugédo de hipoclorito de sédio comercial
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(1:2, v/v) por 5 min, e lavadas com agua destilada esterilizada. O plantio foi
realizado apds 60 dias de incubagéo dos solos com os biossélidos em casa-de-
vegetacdo. Dez dias apés a emergéncia, foi feito um desbaste, deixando-se 2
plantas por vaso. As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacdo por oito
semanas e a umidade do solo foi mantida em aproximadamente 80% da
capacidade maxima de retencdo de &gua no solo, através de regas sempre que
necessario.

O experimento foi realizado em casa-de-vegetagéom nas
dependéncias do Departamento de Solos e Nutricdo de Plantas, ESALQ,
durante os meses de Junho-Setembro de 2000. As amostragens de solos
tratados foram realizadas 30 e 60 dias apés o plantio de milho. Em cada coleta,
foram retirodas, aproximadamente 100 g de solo de cada parcela, obtendo-se
uma amostra composta para cada tratamento, sendo utilizada para extracdo de
DNA total.

3.3 Extracdo de DNA total do solo

O DNA total do solo foi extraido de amostras compostas, obtidas da
mistura de quantidades iguais de cada parcela, para todos os tratamentos,
utilizando-se o kit FastDNA Spin for Soil e o Cell Disruptor (Bio101, Vista,
California). Em microtubos contendo granada finamente moida, foi adicionado
0,5 g de solo, 978 uL de tampao fosfato, 122 uL de Tampao MT. Estes tubos
foram agitados, horizontalmente, por 30 s a 4 m s™', em um FP120 FastPrep
Cell Disruptor (Bio101, Vista, California). Em seguida, centrifugou-se por 1 30 s
a 14000 g. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo. A essa solucéo
adicionaram-se 250 puL de Tampao PPS (para precipitacdo de proteinas),
agitando-se os tubos 10 vezes por inversdo. Os tubos foram novamente
centrifugados por 5 min & 14000 g, o sobrenadante coletado e transferido para
um microtubo novo ao qual "adicionou-se 1 mL de matriz de ligagdo (silica
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ativada com tiocianato de guanidina), Agitando-se os tubos 3 vezes, por
inversdo. Em seguida os tubos foram incubados pér 3 min, a silica foi
transferida para um filtro acoplado a um microtubo (Spin Filter), e os tubos
centrifugados por 1 min a 14000 g. A silica retida no filtro foi lavada com 500 pL
de uma solugdo de lavagem com sal-etanol (SEWS), e o filtro centrifugado 2
vezes por 1 min a 14000 g. Apds 5 min-de incubacdo a temperatura ambiente,
foram adicionados 50 pL de agua ultrapura ao filtro, centrifugou-se por 1 min a

14000 g, e o DNA puro foi recolhido em um tubo limpo.

A concentracdo de DNA foi estimada por espectrofotometria a 260
nm, em Espectrofotémetro Hewllet Packard 8453E, de acordo com Sambrook et
al. (1989). A pureza do DNA foi estimada pela determinagdo das relacdes
A2so/Azs0 € Aseo/A2z0 para estimar a contaminacdo por protefnas e dacidos
hdmicos, respectivamente (Zhou et al., 1996; Sambrook et al., 1989; Tsai &
Olson, 1991). A integridade do DNA foi determinada por eletroforese em gel de
agarose 0,8%-TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,0). O DNA foi
visualizado através de coloracdo com SYBR-Green | (Molecular Probes,
Eugene, Oregon) em um densitdmetro laser Fluorimager (Molecular Dynamics).

3.4 Amplificacdo do rDNA 16S por PCR:

A amplificagéo por PCR de fragmentos especificos do rDNA 16S de
Bacteria foi feita utilizando-se dois cé;ﬁjuntos de iniciadores: BA338fGC e
UN518r; BA63fGC e UN518r (Quadro 3)L(§ereés et al., 1997; Fantroussi et al.,
1999). A amplificacdo por PCR foi feité';; em solugcdo contendo: tampao para .
PCR 1 X; 0,3 mM dNTP; 3,0 mM MgCly; '1‘,5 U de Taq DNA polimerase (Gibco);
5 ng de DNA total; 25 pmol de cada um dos iniciadores; agua Milli-Q
esterilizada para um volume total de 50 pL. A amplificagdo foi realizada em um
termociclador'(Perkin-EImer) usando a séguinte ciclagem: 95°C por 5 min, 30

ciclos de 92°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min; 72°C por 10 min; 4°C.
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O DNA foi adicionado a mistura de reagao apos desnaturagdo a 96°C por 10
min. A eficiéncia da amplificacdo, bem cbmo seu rendimento, foram avaliados
por densitometria, apds eletroforese em gél de agarose 1,5%-TBE (45 mM Tris-
borato, 1 mM EDTA pH 8,0). Um maréédor de massa (DNA mass ladder,
Gibco), foi utilizado como padréo, por cémparagéo de tamanho e quantidade,
dos fragmentos obtidos em cada trata_rhento, com o auxilio do programa
Fragment Analysis (Molecular Dynamics)_i

INICIADORES "SEQUENCIA

BA338iGC |5 GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3

BAB3GC |5 CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACG
GCAGGCCTAACACATGCAAGTC 3'

UN518r 5' ATTACCGCGGCTGCTGG 3'

Quadro 3. Sequéncias de nucleotideos dos iniciadores utilizados nos
experimentos. .

3.5 Eletoforese em gel de poliacrila:mida com gradiente desnaturante
(DGGE)

Os produtos da amplificagéo .fdé rDNA 16S representando genétipos
bacterianos, cdm diferentes conce‘n't‘ragc")es de GC, foram separados por
eletroforese, em gel de poliacrilarhida (8%) com gradiente desnaturante -
(DGGE). Os géis (8% (m/v) de acriIa:‘rni"da:bisacri.lamida 37,5 : 1 (m/m)), foram
preparados com gradiente desnaturante variando de 15 a 55%, usando duas
solugdes: uma solugdo 100% de capacidade desnaturante, contendo 7M uréia e
- 40% formamida; a outra solugdo ndo contém uréia ou formamida (0%) (Qvreds
et al., 1997). A eletroforese foi feita. a-60°C, 100 V consta’ntes por 5 hs, em um
sistema de eletroforese vertical DC-code (BioRad), utilizando solugdo tampéo
1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH 8,0). Ap6s a eletroforese, o gel foi
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fixado em uma solucdo 10% de acido acético glacial por 15 min e colocado em
solucdo de SYBR-Green | (1:10000) (Molecular Probe, Eugene, Oregon)
"overnight". Decorrido este periodo, o gel foi lavado 3 vezes, com troca de agua
a cada 3 min, e analisado por densitometria. No segundo experimento, a
separacéo dos amplicons foi feita por eletroforese, em gel de poliacrilamida (8%
e 6%) para os inicidores BA338fGC/UN518r e BAG3fGC/UN518r,
respectivamente (Qvreds et al., 1997; Fantroussi et al, 1999). Os géis foram

preparados com gradiente desnaturante '\i/ariando de 15 a 55% e 10 a 45%,
para os iniciadores BA338fGC/UN518r e éA63fGC/UN518r, respectivamente. A
eletroforese foi realizada a 200 V constante, 60°C por 3 h, em tampao TAE 0,5
X (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA pH ‘8,0). Apds a eletroforese, o DNA foi
fixado em solugcdo 10% de acido acético -glacial por 15 min, lavado por 1 min,
colocado em solucéo de metanol 50% por 15:min, novamente lavado por 1 min
e finalmente colocado em solucdo de SYBR-Green | (1:10000 v/v) por 30 min
no escuro. Apos este periodo, o gel:foi lavado 3 vezes trocando-se a agua a
cada 3 min, e analisado por densitometria, utilizando-se um densitdmetro laser
Fluorimager (Molecular Dynamics) e o-programa Fragment Analysis (Molecular
Dynamics).

3.6 Aquisicao e andlise de imagem dos géis

Os géis de agarose e: poliacrilamida foram analisados por
densitometria, utilizando um densitdmetro laser Fluorimager (Molecular
Dynamics). Em gel de agarose, a presenga do marcador de massa, permitiu a
quantificacdo dos produtos da reacdo de PCR, por comparagdo da
fluorescéncia emitida pelo SYBR Green | (Molecular Probes, Eugene, Oregon).
Em gel de poliacrilamida, as bandas de DNA foram localizadas e éhas
distancias relativas de migracdo e intensidade de fluorescéncia foram
determinadas pelo program'é Fragment Analysis (Molecular Dynamics).
Determinou-se também a abundéancia relativa de cada amplicon, através da
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relacdo entre a fluorescéncia de cada um, em relacdo ao total de amplicons da
amostra.

3.7 Analise da estrutura das comunidades de Bacteria

A similaridade entre as estruturas de comunidades de Bacteria, em
cada tratamento com biossélido em cada tipo de solo, foi avaliada pela analise
de agrupamento hierarquico, com base na analise dos resultados do PCR-
DGGE de porcoes dos rDNAs 16S. Os valores referentes a distancia de
migracdo dos amplicons nos géis de poliacrilamida foram usados para
diferenciar os amplicons. A presenga ou auséncia de amplicons de mesmo Rf,
percentagem da distancia de migragéo, nas diferentes amostras foi computada
e as matrizes de similaridade (indice de concondancia simples) foram
calculados.

Os indices de similaridade pelo algoritmo, concordancia simples
("simple matching") incluem todos os amplicons detectados, para o conjunto de
amplicons avaliados, nas comparacdes dois a dois, mesmo que ndo estejam
presentes em nenhum dos dois individuos. Assim, tanto a presenca como a
auséncia de bandas é considerada como indicador de similaridade (Sneath &
Sokal,1973). Este coeficiente é calculado conforme a equagéo abaixo:
Sij = (a + d) (a+b +c + d)™;

onde: S = similaridade;
i e j = diferentes tratamentos;
a = amplicons presentes nos tratamentosi e j
b = amplicons presentes nos tratamentos i
¢ = amplicons presentes nos tratamentos j
d = amplicons ausentes nos tratamentos i e j
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As matrizes geradas foram usadas para o agrupamento hierarquico,
através do algoritmo de Ward (Sneath & Sokal,1973; Quicke, 1993; Eichner et
al., 1999) utilizando a distancia euclidiana como unidade de medida. O calculo
das matrizes de similaridade e o agrupamento hierarquico foram realizados com
o programa Systat (SPSS, 1998).

3.8 Analise da diversidade genética das comunidades de Bacteria

Para a estimativa da diversidade genética de Bacteria em cada
tratamento, foram calculados: R, riqueza de espécies (nimero de amplicons em
cada tratamento); H, indice de diversidade de Shannon-Weaver; S, indice de
dominéncia de Simpson; E, equitabilidade de amplicons (Ampe & Miambi, 2000;
Jargensen, 1992; Eichner et al., 1999). O indice de diversidade de Shannon-
Weaver foi caIcuAIado de acordo com a equagao:

H = -Zpjlogzpi .. pi =ni_
2n;
onde: H = indice de diversidade Shannon-Weaver
n; = abundancia (fluorescéncia) do amplicon
pi = abundancia relativa do amplicon na amostra

O indice de dominancia de Simpson (S) foi calculado segundo a
equacao:
S =2pf
onde: S = indice de dominancia de Simpson
pi = probabilidade do amplicon na amostra
A equitabilidade de amplicons foi calculada segundo a equagéo:
E= H
logz2 R
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onde: E = equitabilidade de amplicons
H = indice de diversidade
R = nimero de amplicons

3.9 Caracterizacao de amplicons

Apo6s a andlise de cada gel de _boiiacrilamida, o DNA de amplicons foi
recuperado do gel, cortando-se a secéo.do gel contendo o amplicon desejado
com um bisturi esterilizado e transferihdo-’a«'pafa"um tubo de microcentrifuga de
0,6 mL. A secdo do gel foram adnmonados 50 uL de uma solucéo contendo 10
mM Tris-HCL (pH 7,0), 50 mM KCI 1,5 mM - MgClg, 0,1% Triton 100X. Apés a
incubagdo da solugdo por 12 h' a 4°C;: retlrada. de uma aliquota de 5 pL foi
usada para reamplificacdo por RCR, utlllzahdorse o iniciador BA338f/UN518r. O
DNA reamplificado foi purificado em gel de éQa’rose 0,8%-TBE e sequenciado
diretamente, ou clonado previé.emte'. a6 ‘sequienciamento - dependendo da
eficiéncia da clonagem.

Para clonagem foi utilizado o kit'SUre_C_Ione, conforme instrucées do
fabricante (SureClone™ Ligation : Kit;' Arriers'hém Pharmacia Biotech). O
processo envolve das seguintes 'etapa"é?:_i reparo das extremidades dos produtos
de PCR com as enzimas Klénow e fbdlipuc[eb’gi’dio quinase, purificacdo do
inserto e ligacdo ao vetor pUC1é. Céfd|ajs fc;ompétentes de E.coli H50. foram
transformadas por choque térmicot a 42°C por:f2.‘min, com o vetor contendo o
inserto de interesse. Foram plaquea:dos 50 uL da suspensdo de células
transformadas em meio LB-agar chtépdo -ambicilina (50 ug mL"), X-Gal (5-
bromo-4-c|oro-3-indolil-B-D-gélactosid'egi 20. pL por placa de uma solugdo
estoque 10%, diluido em dimetilformamida concentrada) e IPTG (isopropiltio-B-
D-galactosideo, 20 pL por placa de uma solugdo estoque 200mM, em Agua). As
células foram incubadas a 37°C por 12h. As colbnias brancas (contendo o vetor
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recombinante) foram isoladas e multiplicadas em meio LB liquido contendo
ampicilina. A confirmacdo da presengca do inserto foi feita através da
amplificacdo por PCR, utilizando DNA plasmidal como molde e os iniciadores F
e UN518r.

O sequenciamento foi feito através do método de Sanger et al.
(1977), utilizando-se um sequenciador automatico ABI PRISM 377 (Perkin-
Elmer). As seqiéncias obtidas foram. comparadas com seqiiéncias depositadas
em bancos de dados publicos (GenBank), para possivel identificacdo das
espécies bacterianas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1: Alteracoes da estrutura da comunidade de Bacteria em
solo argiloso nao-cultivado tratado com biossélido da ETE-Franca

4.1.1 Analises quimicas e fisicas do solo e do biossdlido utilizados

O solo de textura argilosa utilizado apresenta alto conteiudo de
matéria organica, alta CTC e argila total, conforme os resultados das analises
quimicas e fisicas das amostras (Tabela 1). Em geral, solos argilosos e com
alta CTC tém maior capacidade de adsorver ions metdlicos, reduzindo sua
disponibilidade e possivel efeito téxico sobre a microbiota (Ross, 1994). Além
disso, a presenca de altas concentracdes de coldides organicos, contribui para
diminuir a disponibilidade de metais pesados no solo (Killham, 1994).

O biossélido da ETE-Franca utilizado no experimento, apresenta pH
8,0 e alto conteuido de matéria organica, conforme os resultados das andlises
quimicas e fisicas das amostras (Tabela 2). Isto pode favorecer o crescimento
de microrganismos heterotréficos no solo e contribuir para o condicionamento
do solo, melhorando a estabilidade dos agregados, distribuicado de poros,
capacidade de infiltragdo, além de aumentar o contetdo de humus.



Tabela 1. Caracteristicas quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.
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ATRIBUTOS

NITOSSOLO VERMELHO
Eutroférrico tipico

pH (CaCl, 0,01M)

Matéria organica (g dm™)

P (mg dm®)

S-S04 (mg dm™)

K* (mmol. dm™)

Ca2*(mmole dm™®)

Mg®* (mmol. dm™)

H + Al (mmol; dm™)

SB (mmol; dm™®)

CTC (mmol; dm?®)

V(%) |

Areia muito grossa (1-2 mm) (%)

Areia grossa (0,5-1 mm) (%)

Areia média (0,25-0,5 mm) (%)

Areia fina (0,1-0,25 mm) (%)

Areia muito fina (0,05-0,1 mm) (%)
Areia total (0.05-2 mm) (%)

' Silte (0,002-0,05 mm) (%)

Argila dispersa em agua (<0,002) (%)

Argila total (<0,002 mm) (%)

4,9
30,0
24,0
38,0
4,3
52,0
18,0
42,0
74,3
116,3
64,0
1,0
1,0
5,0
15,0
4,0
26,0
16,0
43,0
58,0




Tabela 2. Caracteristicas quimicas do biossélido da ETE-Franca utilizado

no experimento.

ATRIBUTO BIOSSOLIDO

pH (CaCl2 0,01M) 80
Hz0 (g kg™) 845,1
Carbono total (g kg")‘ 409,9
Carbono Organico (g -kg") 404,8
Residuo Mineral total (g kg™) 261,5
Residuo Mineral Insolivel (g kg™') 94,3
Resfduo Mineral Solavel (g kg™) 167,2
Nitrogénio total (g kg™) 54,9
Fésforo total (g kg™) 10,1
Potdssio total (g kg™') 1,0
Calcio total (g kg™ 16,1
Magnésio total (g kg™) 1,9
Enxofre total (g kg™) 4,5

- Zinco total (mg kg™) 1046,0
Ferro total (mg kg™ 25739,0
Cobre total (mg kg™) 207,0
Manganés total (mg kg™) 52,0
Cromio total (mg kg™) 949,0
Niquel total (mg kg'") 470
Relagdo C/N 7,0

Os dados expressam a concentracdo com base na matéria seca a 65°C.
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Tabela 3. Taxa anual maxima de metais permitida pela Norma P4.230 da
CETESB (Estado de Sao Paulo, 1999) e taxa de metais aplicados
no solo, de acordo com as dose definidas.

Metal Taxa maxima anual Dose de biossdlido aplicada no solo
~ (Kgha') (Mg ha)
6 12 24 48
Cobre 75 122 244 488 944
Cromio » * 5,69 11,38 22,77 45,52
Niquel 21 0,28 0,56 1,13 2,25
Zinco- 140 6,27 12,55 25,10 50,2

* Limite méaximo: 1000 kg ha™ (Estado de S&o Paulo, 1999)

Metais pesados como Zn, Cu, Ni estdo presentes em concentrégées
aceitaveis (Tabela 3)'. Dados relativos as quantidades aceitaveis de metal
crdmio nos biossdlidos ndo estdo ainda bem estabelecidos pela legislagéo,
sendo recentes os estudos para estabelecimento destes limites, principalmente
no Brasil ('Séio Paulo, 1999).

A matéria organica incorporada ao solo via biossdlido, favorece
algumas caracteristicas essenciais. Quando o biossdlido, é adicionado ocorre a
elevagdo do teor de matéria organica, aumento do pH e conseqlientemente
aumento da CTC (Kilham, 1994). Dois processos importantes sdo entdo
estimulados: a atividade microbiana-e a producao de grupos funcionais efetivos
no processo de troca catiGnica. Isso possibilita uma maior competicdo entre as
espécies quimicas prdvenientes do solo e biossdlido. Porém, em baixo pH (4,8-.
5,2) a ionizagao dos grupos funcionais da matéria organica capaz de induzir a
formacéo de cargas negativas, ndo ocorre. Com o aumento do pH do solo,
devido ao pH elevado do biossélido, cations como Fe, Mn, Zn e Cu podem
formar 6xidos e hidréxidos insoltveis. Neste caso a concentragéo biodisponfvel



destes metais é reduzida impedindo a sua toxicidade sobre a biomassa
microbiana.

4.1.2 Extracao de DNA total do solo

O DNA total extraido das amostras de solo imediatamente apds a
coleta das amostras apresentou alta massa molecular e baixa fragmentacéo
(Figura 1).

Na Tabela 4 podem ser vistos os dados sobre a qualidade do DNA
total extraido do solo. A andlise da relagdo das absorbancias da solugdo de
DNA a 260 e 280 nm (Azeo/Az2s0) foi utilizada para estimar a contaminacéo por
proteinaé. Os valores préximos a 2,00 denotam DNA com baixa contaminagao
protéica. Para estimar a presenca de acidos humicos foi utilizada a relacdo
entre as absorbancias a 260 e 230 nm (Azeo/A2s0). Valores acima de 2,0
denotam baixo contetido de acidos huimicos e portanto, DNA de alta qualidade.
Em média a relacéo Aseo/Azso das amostras foi de 1,83 e a relagdo Aggo/Azso foi
de 0,11, sugerindo que o método utilizado para extracdo do DNA total do solo
foi eficiente para remogao de contaminantes de origem protéica, mas teve baixa
eficiéncia na remocao de &cidos humicos das amostras. A presenca de acidos
hdmicos nas amostras néo interferiu na amplificacdo do rDNA 16S por PCR.

4.1.3 Ampilificacao de fragmentos do rDNA 16S

Os produtos da amplificagdo por PCR (amplicons) do rDNA 16S com
os iniciadores BA338fGC e UN518r (regiao V3), podem ser vistos na Figura 2. A
amplificacdo resultou em um fragmento de DNA de aproximadamente 236
pares de base (pb), condizente com o tamanho esperado, considerando-se 196
pb do rDNA e o "clamp” GC do iniciador BA338fGC.
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Figura 1 - DNA total extraido das amostras de solo argiloso tratadas com
biossdlido da ETE-Franca. M, marcador de massa molecular; Dose
1, sem adic&o de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 12 Mg ha’
': Dose 4, 24 Mg ha™'; Dose 5, 48 Mg ha™'. O tempo de incubagéo

esta expresso em semanas.
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Figura 2 - Amplicons da regido V3 do rDNA 16S da comunidade de Bacteria de solo

argiloso tratado com biossdlido da ETE-Franca. M, marcador de massa
molecular. C, controle negativo, sem DNA; Dose 1, sem adi¢éao de biossolido;
Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 12 Mg ha™'; Dose 4, 24 Mg ha™'; Dose 5, 48 Mg ha’
.0 tempo de incubacgao esta expresso em semanas.

Semanas

Dose

< 236 pb



Tabela 4. Qualidade do DNA total extraido do solo argiloso tratado com
biossdlido da ETE-Franca.

Tempo de incubagdo Dose biossOlido  Ageo/Aczo  Aseo/Aczso

(semanas) (Mg ha™)
3 ' 0 00732 1.8836
6 0,0659 1,8905
12 0,0855  2,1758
24 0,0886  1,8779
48 0,0880  1,9571
2 0 0,0906  1,8677
6 0,1382  1,9728
12 - 0,1178  1,8421
24 0,2268  1,7493
48 0,1000  1,8509
4 0 0,1067  1,8459
6 00914  1,8720
12 0,1313  1,8602
24 0,1384  1,8591
48 0,1184  1,8485
'8 - 0 ~ 0,1556 - 1,6906
| 6 0,1682 ~ 1,8000
12 0,529  1,3678
24 0,0866  1,6463

48 0,0889 11,8400

A230, Aze0, Azso: absorbéncia da solugédo de DNA a 230, 260 e 280 '
nm, respectivamente.’ |



49

4.1.4 Estrutura da comunidade de Bacteria

A estrutura da comunidade de Bacteria refletiu a composicédo de
espécies bacterianas de um solo argiloso tratado com biossélido da ETE-
Franca. Este solo foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida com
gradiente desnaturante (DGGE) conforme Figura 3. A analise do gel de DGGE
foi realizada com base na presenca/auséncia de amplicons, calculando
similaridade e agrupamento hierarquico, entre os tratamentos em relagdo aos
controles. Como critério de avaliagdo, cada banda no gel foi considerada como
derivada de uma U(nica espécie microbiana, podendo se relacionar com o
numero total de espécies presentes, embora, tem sido observado que algumas
espécies bacterianas podem conter mais de uma coépia do rDNA, e produzir
multiplos amplicons (Fogel et al., 1999; Ibekwe et al., 2001).

A distribuicdo dos 20 amplicons presentes, com diferentes Rfs, pode ser
vista na representagdo esquematica da Figura 4. Apés 1 semana de incubacgao,
os amplicons presentes nas amostras que receberam quantidades equivalentes
a 24 e 48 Mg ha™ de biossélido, apresentaram os amplicons Rf 0,083; 0,185;
0,221; 0,249, os quais nao foram detectados no controle. Dois amplicons com
Rfs 0,440 e 0,520 foram detectados apenas na amostra de solo tratada com
quantidade equivalente a 12 Mg ha™' e incubada por 1 semana. Apds 2
semanas de incubagdo as amostras tratadas com quantidades equivalentes a 6,
12 e 24 M(j ha™ de biossélido apresentaram os amplicons de com Rfs 0,122;
0,132; 0,157; 0,221; 0,308, ausentes no controle. Neste Apds 4 semanas de
incubacgéo, o controle e a amostra tratada com quantidade equivalente a 6 Mg
ha™ apresentam em comum os amplicons com Rfs 0,122; 0,157; 0,175; 0,185;
0,221. Este resultado mostra queﬁ amostras com baixa dose de biossélido foram
mais similares ao controle, exceto apds 8 semanas de incubacio.
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Figura 3 - Amplicons da regiao V3 do rDNA 16S da comunidade de Bacteria em
solo argiloso tratado com biossdlido da ETE-Franca. Os amplicons
foram separados em gel de poliacrilamida 8%, com gradiente
desnaturante (15-55%). O DNA foi visualizado por coloragdo com
SYBR Green |. Dose 1, sem adig¢édo de biossdlido; Dose 2, 6 Mg ha™;
Dose 3, 12 Mg ha''; Dose 4, 24 Mg ha™'; Dose 5, 48 Mg ha’. O
tempo de incubagéo esta expresso em semanas; C, controle (DNA do
solo extraido na instalagdao do experimento; controle das condi¢cdes
de corrida). A amostra da Dose 5 com 8 semanas de incubagao (T4)
foi perdida.
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Diagrama representando os amplicons da regiao V3 do rDNA 16S
das comunidades de Bacteria de solo argiloso tratado com
biossélido da ETE-Franca. Dose 1, sem adi¢céo de biossdlido; Dose
2, 6 Mg ha'; Dose 3, 12 Mg ha™'; Dose 4, 24 Mg ha'; Dose 5, 48 Mg
ha™.

Siy
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Nas amostras tratadas com as doses mais elevadas de biossdlido, um
decréscimo no numero de amplicons foi observado. Apds 8 semanas de
incubagdo o numero de amplicons nas amostras tratadas com biossdlido foi
drasticamente reduzido, mas significativamente igual ao controle.

As alteracbes na estrutura da comunidade de Bacteria foram
avaliadas calculando o coeficiente de similaridade binario ("simple matching"),
com o qual foi obtida uma matriz de similaridade (Tabela 5). Os resultados
desta matriz mostram que a estrutura da comunidade de Bacteria do solo apds
1 semana de incubagdo, apresentou em média 82,5% de similaridade em
relacdo ao controle. Para as doses mais baixas de biossdlido, o coeficiente de
similaridade foi de 90%. J4, nos tratamentos que receberam quantidades
equivalentes a 24 e 48 Mg ha™' de biossélido, o coeficiente de similaridade das
comunidades de Bacteria foi em média 75% em relagdo ao controle. Apés 2
semanas de incubagdo a estrutura da comunidade apresentou em média 62,5%
de similaridade em relagcdo ao controle. Para as doses mais baixas de
biossdlido, o coeficiente de similaridade foi de 55%. J&, nos tratamentos que
receberam quantidades equivalentes a 24 e 48 Mg ha' de biossdlido, o
coeficiente de similaridade das comunidades de Bacteria foi em média 70% em
relacdo ao controle. Apds 4 semanas de incubagdo a estrutura da comunidade
apresentou em média 75% de similaridade em relagdo ao controle. Para as
doses mais baixas de biossdlido, o coeficiente de similaridade foi de 77,5%.
Nos tratamentos que receberam quantidades equivalentes a 24 e 48 Mg ha™ de
biossdlido, o coeficiente de similaridade das comunidades de Bacteria foi em
média 72,5% em relagdo ao controle. Apés 8 semanas de incubagdo, quatro
amplicons foram dominantes, sendo encontrados durante todo experimento em
todas as doses e épocas de amostragem (100%).
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Além disso, os dados da Tabela 5 mostram que apds 8 semanas de incubagao
a estrutura da comunidade de Bacteria das amostras tratadas com biossélido é
semelhante a da amostra controle, coletada apds 1 semana de incubagao,
provavelmente devido a limitagdo de nutrientes.

A andlise de agrupamento, ressalta os resultados obtidos,
demonstrando que as amostras tratadas com as doses mais baixas de.
biossdlido a estrutura da comunidade de Bacteria foi mais similar aos controles,
principalmente, apds 1 e 8 semanas de incubagéo, sendo que nesta ultima, ndo
foram detectadas diferengas entre as amostras. Foram detectados trés grandes
grupos (Figura 5). No grupo |, estdo as amostras coletadas apds 2 semanas de
incubacéo, doses 1, 2 e 3 de biossdlido; além do controle e a dose 1 (6 Mg ha™)
do biossdlido, coletados apds quatro semanas. Este grupo caracteriza as
amostras de solo com maior disturbio com alteragcbes adversas resultantes da
adicéo e mineralizagdo da matéria organica. No grupo Il, estdo todas as doses
mais altas das amostras coletadas apds 1,2 e 3 semanas de incubacgéo, além
do controle coletado apds 2 semanas. As poucas diferencas entre as amostras
que receberam a doses mais altas de biossdlido fazem parte deste grupo. As
amostras do grupo lll séo: solo tratado com quantidade equivalente a 6 Mg ha™
de biossdlido, coletado ap6s 4 semanas de incubacéo; todas as doses da ultima
amostragem e as doses mais baixas, além do controle, coletados apés 1
semana de incubacgédo. Isso demonstra a resiliéncia do sistema, visto que as
amostras coletadas apés 8 semanas de incubagédo estdo agrupadas com as
amostras coletadas apés 1 semana de incubacdo, demonstrando a alta
similaridade entre elas.
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Figura 5 - Dendograma representando as relagdes entre os amplicons da regiao
V3 do rDNA 16S da comunidade de Bacteria de solo argiloso tratado
com biossodlido da ETE-Franca. Dose 1, sem adi¢do de biossdlido;
Dose 2, 6 Mg ha''; Dose 3, 12 Mg ha'; Dose 4, 24 Mg ha™'; Dose 5,
48 Mg ha'. T1, 1 semana; T2, 2 semanas; T3, 4 semanas; T4, 8

semanas de incubacgéo.
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Os coeficientes de similaridade das comunidades de Bacteria apés a
aplicacdo do biossdlido da ETE-Franca, particularmente para as doses mais
baixas de biossdlido aplicadas, foram mais semelhantes aos controles sem
adicao de biossolidos. Porém, apés 2 semanas de incubacdo, o nimero de
amplicons teve um aumento temporario e os coeficientes de similaridade foram
menores para as amostras que receberam as doses mais baixas de biossdélido.
Estas variacdes observadas podem ser explicadas em fun¢do da presenca de
um maior conteldo de matéria organica e nutrientes e ainda como resultado
das alteracbes nas propriedades fisicas do solo como a maior distribuicdo de
agregados e capacidade de retencdo de agua.

Resultados semelhantes foram observados por Lopes (dados nao
publicados), analisando solo argiloso tratado com biossélido da ETE-Franca.
Apés 2 semanas de incubacdo os valores de C-biomassa foram
significativamente diferentes do controle sem biossélido. No decorrer do periodo
de incubagao, ocorreu um decréscimo nos valores de C-biomassa em funcao
do tempo. Os resultados obtidos por Carmo (2000), mostram que apoés
aproximadamente 18 dias de incubacao do solo-biossélido, a mineralizacao da
matéria organica induziu aumentos nas atividades metabdlicas das bactérias do

solo devido a grande disponibilidade de nutrientes, corroborando com os dados
~ obtidos neste experimento. Além disso, para as doses mais altas de biossélido
os coeficientes de similaridade foram superiores a 70% ao longo de todo o
experimento. Isso pode ser explicado, considerando que a aplicacdo de
grandes quantidades de biossélido implica em uma carga de maféria organica
proporcionalmente grande, resultando em maior conteddo de metais pesados -
adicionados. Porém, nas baixas concentragbes em que se encontram os metais
e a capacidade de adsor¢ao do solo argiloso, o estresse por metais pesados
ndo seria necessariamente o principal fator para alteracdo na estrutura da
comunidade. Da mesma forma Lopes (dados ndo publicados), comparando
amostras de solo argiloso tratado com biossdlido, analisando a capacidade de
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utilizacdo de substratos da comunidade microbiana. Maior similaridade foi
observada entre a estrutura da comunidade dos solos tratados com baixas
doses de biossdlido e o controle sem biossélido. Quando doses elevadas de
biossdlido foram aplicadas, a maior similaridade entre estes tratamentos foi
observada. Além disso, os tratamentos com doses mais elevadas, diferem do
controle sem biossdlidos. Apés 8 semanas de incubagdo n&o foram
identificadas diferencas entre os solos, sugerindo maior similaridade entre os

tratamentos e portanto menor resisténcia e reliliéncia do sistema.

Leita et al. (1995) obtiveram a reducdo da toxicidade de metais
pesados em funcéo da textura do solo avaliada pela determinagcdo do aumento
no qCO. de um solo contendo Zn, confirmando a grande demanda de energia
utilizada por microrganismos para evitar os efeitos da alta toxicidade exercida
por este metal. Porém, a baixa toxicidade de Pb foi atribuida as provaveis
interacbes do metal com o solo, evitando os efeitos toxicos sobre a microbiota
através de um efeito tampao. Giller et al. (1998) mostraram que os efeitos da
disponibilidade de metais pesados podem resultar em alteracdes aleatdrias nas
taxas de respiracdo. Isso porque a morte das células aumenta a disponibilidade
de substrato, modificando o ambiente e afetando os complexos com a matéria
orgénica, tornando este menos disponivel. Por isso, ndo se pode afirmar que
estes resultados descrevem essencialmente os efeitos de metais pesados
sobre a microbiota do solo, visto que, apés 2 semanas de incubacgdo, os
microrganismos sofreram grande influéncia dos processos de mineralizagao da
matéria organica devido as flutuagdes na disponibilidade de nutrientes
presentes na mistura solo-biossdlido.

Por outro lado, McGrath et al. (1995), estudando o impacto da
aplicacdo de biossdlidos sobre parametros microbiolgicos, encontraram que o
pH e a textura dos solos contribuem para a reducdo da toxicidade causada

pelos metais, quando estes se encontram em alta concentracdo. FlieBBach et
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al. (1'994) determinaram a alta eficiéncia na sintese de biomassa em solo
tratados com pequenas quantidades de biossdlido com baixa concentragdo de
metais, mas nao foram detectadas mudancas quantitativas na estrutura da
comunidade do solo. Contudo, os dados mostraram que a estrutura da
comunidade do solo foi modificada ao longo do tempo de incubacéo,
demonstrando a resiliéncia do sistema.

4.1.5 Analise dos indices de diversidade

Nas Figuras 6 e 7, sdo mostrados os indices de diversidade,
calculados a partir da estimativa de abundancia relativa, obtidos nas analises de
amplicons separados em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante. A
amostra tratada com quantidade equivalente a 48 Mg ha™ foi perdida e seus
resultados, em relagcéo aos indices de diversidade.

A riqueza de espécies (S), definida como o nimero de espécies que
formam a comunidade de Bacteria presente em cada tratamento, foi avaliada ao
longo do tempo de incubacdo. Na primeira semana de incubagao os valores de
S obtidos para os solos que receberam quantidade de biossodlido equivalente a
12, 24 é 48 Mg ha\(7) sdo semelhantes ao controle (6). Somente quando
quantidade de biossdlido equivalente a 6 Mg ha™, o valor encontrado foi mais
baixo (4), para o mesmo tempo de incubacdo. Apds duas semanas dé
incubacgdo do solo, os valores de S duplicaram, nao diferindo entre o controle e
as amostras que receberam quantidades equivalentes a 6 e 48 Mg ha™ (10).
Para quantidades de biossélido equivalentes a 12 e 24 Mg ha™ oSfoide12e
14, respectivamente. Apds 4 semanas, os controles e a quantidade equivalente
a 48 Mg ha™ obteve-se S = 11, sendo superior nas doses equivalente a 6 e 12
Mg ha' (14). Quando o solo foi tratado com quantidade de biossdlido
equivalente a 24 Mg ha” o valor de S foi 8. Apés 8 semanas, 6 S foi 4,
independente da dose de biossélido aplicada.
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Figura 6 - indices de diversidade. A, Riqueza de espécies (S); indice de
Shannon-Weaver (H), de solo argiloso tratado com biossdlido da
ETE-Franca calculados a partir dos dados de abundancia relativa
dos amplicons em funcao do tempo de incubag¢éao do solo. Dose 1,
sem adi¢ao de biossdlido; Dose 2, 6 Mg ha': Dose 3, 12 Mg ha':
Dose 4, 24 Mg ha': Dose 5, 48 Mg ha', T1, 1 semana; T2, 2
semanas; T3, 4 semanas; T4, 8 semanas apos a aplicagdo do
biossalido.
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Figura 7 - indices de diversidade. A, indice de dominancia de Simpson (D); B,
indice de equiiabilidade (E), de solo argiloso tratado com biossélido da
ETE-Franca calculados a partir dos dados de abundéancia relativa dos
amplicons em funcéo do tempo de incubacao do solo. Dose 1, sem
adicdo de biossdlido; Dose 2, 6 Mg ha''; Dose 3, 12 Mg ha™'; Dose 4,
24 Mg ha'; Dose 5, 48 Mg ha', T1, 1 semana; T2, 2 semanas; T3, 4
semanas; T4, 8 semanas apoés a aplicagao do biossdlido.
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O indice de diversidade de Shannon-Weaver (H), definido como o
somatério de todo os individuos presentes na amostra € mostrado na Figura 6.
Na amostra de solo tratada com quantidade de biossélido equivalente a 24 Mg
ha' ndo ocorreu variacdo significativa até quatro semanas de incubacdo (2,6),
decrescendo em 8 semanas (1,9). Nas amostras tratadas com quantidades de
biossdlido equivalentes a 6, 12 e 48 Mg ha™ o valor de H cresceu (1,6-3,0) com
o tempo de incubacéo, decrescendo posteriormente até igualar-se ao controle,
apoés 8 semanas. ' |

O indice de dominancia de Simpson (D), definido como o valor
provavel de individuos de mesma espécie na amostra € mostrado na Figura 7.
O valor de D para amostra controle foi reduzido (0,28-0,22) apds 2 semanas de
incubagdo, recuperando o valor inicial apés 8 semanas. A aplicacdo de
biossélido em quantidades equivalentes a 6, 12 e 24 Mg ha", em geral,
aumentaram o valor de D ao longo do tempo de incubagéo (0,17-0,30). Apds 8
semanas, ndao ha diferencas entre os valores de D em relacdo a dose de
biossélido aplicada. Somente na amestra tratada com 48 Mg ha™ ocorreu um
decréscimo no valor de D entre a primeira e segunda semana de incubagéo,

mantendo-se posteriormente um valor constante.

O indice de equitabilidade (E), definido como estimativa da
distribuicdo. de individuos na amostra é mostrado na Figura 7. Com 1 semana
de incubagdo do solo-biossdlido o valor de E foi crescente até a aplicagédo da
dose equivalente a 24 Mg ha™' de biossdlido. Com a aplicaggo de 48 Mg ha™ o
valor de E foi menor que o controle. Apés 2 e 4 semanas de incubacao, os
valores de E foram crescentes de écorc_jd com o aumento da dose de biossdlido.
Apés 8 semanas de incubagdo, em géral, ndo ha variagdo nos valores de D
com o aumento da dose de biossdlido.
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Na primeira semana de incubagdo, ndo houve diferencas
significativas, entre os indices de diversidade comparando amostras de solos
tratadas com biossélidos em relagdo controle. Na segunda semana de
incubacgdo, o valor de S duplicou e H aumentou com o aumento da dose de
biossélido. Apés 4 semanas de incubacdo ndo houve diferencas entre a
amostra de solo tratada com quantidade de biossélido equivalente a 48 Mg ha™
e o controle sem biossélido. Um decréscimo acentuado foi observado no valor
de S quando quantidade de biossolido equivalente a 24 Mg ha™ foi adicionada
ao solo. Com 8 semanas de incubagdo todos os indices se igualaram ao
controle. A aplicagado de biossélido ao solo alterou os indices de diversidade em
relacdo ao controle de cada época de amostragem, sugerindo que ocorreram
alteracbes na estrutura da comunidade. O aumento da equitabilidade apés 8
semanas de incubagcdo sugere que a aplicagdo do biossélido modificou a
estrutura da comunidade de Bacteria como resposta ao distirbio imposto,
porém, este ndo foi persistente, demonstrando a rapida recuperagdo do solo ou

resiliéncia do sistema.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lopes (dados nao
publicados), Um aumento no valor de H na Segunda semana de incubagao
quando quantidades equivalentes a 12, 24 e 48 Mg ha™ foram adicionadas ao
solo, as diferencas significativas indicaram uma alteragdo: na estrutura da
comunidade em fungdo da menor disponibilidade de C-organico. Apés 16
semanas de incubacgao, além do decréscimo no carbono orgénico adicionado foi -
detectada a diminuicao da resiliéncia do sistema solo. 4

Da mesma forma, Banerjee et al. (1997) estudaram a variacdo na
biomassa e diversidade funcional das popula¢gdes microbianas de um solo
tratado com biossdlido com baixa contaminacdo de metais pesados,
demonstrando que a aplicacdo de biossdlido resultou em redu¢do da
diversidade microbiana, porém, com igual ou maior biomassa e atividade
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enzimatica, nao afetando os processos bioquimicos de mineralizacdo de N, P e
S. Stephen et al. (1999) avaliaram a sobrevivéncia de cinco espécies de
bactérias por PCR-DGGE. Os resultados mostraram que com a adicdo dos
metais Cs, Cd, Co, Sr as abundancias relativas de algumas espécies decresceu
logo ap6s a inoculagao, porém, outras espécies permaneceram constantes nas
8 semanas de incubacdo, em todos tratamentos. Contudo, algumas espécies
foram dose-dependente, diminuindo rapidamente em solo nao-contaminado,
demonstrando a presenca de espécies tolerantes a metais.

Por outro lado, Pannanen et al. (1996) também encontraram efeitos
nos perfis de acidos graxos fosfolipidicos que nao se correlacionam diretamente
com a poluicado por metais pesados. Neste caso, as mudangas encontradas nos
perfis de acidos graxos fosfolipidicos nao foram atribuidas as mudangas nos
niveis de tolerancia da comunidade microbiana. Da mesma forma, Griffiths et al.
(2000) encontraram menor biodiversidade e consequente reducdo nas taxas de
nitrificacdo com decréscimo nos processos de decomposicdao. Contudo, quando
analisadas as fun¢des individuais, estas demonstraram uma relagao direta entre
a biodiversidade e estabilidade destes solos com biodiversidade reduzida, ou
seja, com o declinio da diversidade o solo foi menos resistente e resiliente as
perturbacdes ambientais.
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4.2 Experimento 2: Alteracoes da estrutura das comunidades e
diversidade genética de Bacteria em solos cultivados com milho (Zea
mays), apos a aplicacdo de biossdlidos

4.2.1 Analises aquimicas e fisicas dos solos e biossolidos utilizados

Os dois solos e biossdlidos foram analisados para determinacédo das
suas caracteristicas quimicas e fisicas. Os resultados das andlises podem ser
vistos nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Dois tipos de solos foram utilizados:
argiloso e arenoso. Os dois solos apresentam pH abaixo de 5,0 e concentracéo
de matéria organica semelhante, no entanto, em solo argiloso, a CTC e o
conteudo de argila tém valores mais elevados que no solo arenoso. Estas
caracteristicas sdao importantes pois podem interferir na disponibilidade de
metais pesados. Além disso, a estrutura diferenciada de cada solo pode conferir
menor capacidade de retengédo de agua, nutriente e metais pesados (Obbard,
2000). Em vista disso deve ocorrer maior biodisponibilidade de metais pesados
em solo arenoso, pois ha diferencas em relagdo aos sitios de adesdo, biomassa
e diversidade microbiana (Qvreds & Torsvik, 1998). Estes fatores tornam-se
importante para o crescimento de microrganismos, desenvolvimento das raizes
das plantas e distribuicédo de nutrientes no solo.

As andlises dos biossodlidos, detectaram diferencas significativas na
composicéao quimica dos biossdlidos utilizados no experimento. No biossélido
da ETE-Franca os valores mais elevados na concentracdo de metais foram
para Zn e Cr, ou seja, baixa conta;ninagéo e pH 7,8, um pouco acima da
neutralidade. O biossdlido da ETE-Baruieri apresentou valores elevados para
todos os metais, ou seja, alta concentracdo de metais. Com um pH 10,8, os
metais encontram-se nas formas menos sollveis. Este pH elevado do
biossdlido da ETE-Barueri se justifica pelo seu tratamento com CaO, que
apresenta caracteristicas fortemente alcalinas, no processo de estabilizagao.



Tabela 6. Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos utilizados no

experimento. .
’ - SOLOS
| . T NITOSSOLO NEOSSOLO
ATRIBUTOS - VERMELHO  QUARTIZARENICO
- .~ . - = Eutroférico tipico Ortico tipico
PH(CaCLOOIM) - 54 3,5
Matéria orgénica (g dm'3)_- o 19,0 14,0
P resina (mmol, dm’ % o <Y} 3,0
K (mmok dm®) - . : 64 0,4
Ca?(mmoldm?®) R 570 1,0
Mg (mmoldm®) : 12,0 1,0
H+Almmolam® .. 520 31,0
S (mmolc dm®) o 400 7.0
CTC (mmol; dm™®) | 1017 . 544
V(%) | 00 40
Areia muito grossa (1‘ -2;mm)v_.(%). E : 1,0 1,0
Areia grossa (0,5-1 mm) (%) : 10 | .50
Areia média (0, 25-05mm) '('%')' ... B0 260
Areia fina (0,1-0,25 mm) (%) | o 150 46,0
Areia muito fina (0,05-0,1 mm) (%) " 40 4,0
Areia total (0.05-2mm) (%) - 260 820
Silte (0,002-0,05 mm) (%) o 460 40
Argila dispersa em éQUa (<0,002) (%) 43;0 R 6,0

Argila total (<0,002 mm) (%) 580 14,0
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Tabela 7. Caracteristicas quimicas dos biossdlidos da ETE-Franca e ETE-

Barueri, utilizados no experimento.

ATRIBUTO BIOSSOLIDO
ETE-Franca ETE-Barueri

pH (CaClz 0,01M) 7.8 10,8

" H:0 (g kg™) 842,5 733,9
Carbono total (g kg™) 414,6 216,1
Carbono Organico (g kg™ 410,8 157,8
Residuo Mineral total (g kg™ 254,0 611,0
Residuo Mineral Insoltivel (g kg™) 94,0 134,5
Residuo Mineral Soltvel (g kg™) 160,0 476,5
Nitrogénio total (g kg™) 56,5 22,5
Fésforo total (g kg™) 13,0 19,3
Potdssio total (g kg™) 1,0 1,2
Calcio total (g kg™) 14,0 150,3
Sédio total (g kg™ 635,0 932,0
Magnésio total (g kg™) 1,9 3.4
Enxofre total (g kg™ 4,4 | 8,3
Zinco total (mg kg™ 1359,0 2123,0
Ferro total (mg kg™ 24019,0 38298,0
Cobre total (mg kg™) 197,0 507,0
Manganés total (mg kg™ 190,0 229,0
Crdmio total (mg kg™) 949,0 501,0
Niquel total (ng kg™) 47,0 242,0

: Relagéo' C-organico/N-total 7,0 10,0

Os dados expressam a concentracdo com base na matéria seca a 65°C.
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Durante a decomposicao do residuo organico, a maior parte do C é
mineralizado a CO,, N, P e S além de outros compostos menores. O processo
- de oxidagédo do carbono e biossintese de novos materiais citoplasmaticos e
celulas microbianas (biomassa), ocorre simultaneamente com a liberagéo de
substancias nutritivas contidas no residuo em decomposicdo ¢ a imobilizagdo
destes nutrientes ocorre para atender a demanda nutricional da microbiota. As
duas vias deste processo sdo importantes para avaliacdo das condi¢cdes de
fertilidade do solo. Porém, a formag&o de complexos entre micronutrientes e a
matéria organica pode resultar na deficiéncia de elementos como Cu e Zn,
porque, ficam retidos nos compostos orgénicos (Priha et al., 2001).

Frostegard et al. (1993), observaram pequenas diferencas entre a
toxicidade de metais nos dois tipos de solo, arenoso e argiloso, embora as
diferencas pouco significativas no contetido de matéria orgénica; Uma razéo
disso pode ser, pordue, o solo arenoso apresentava um pH 7,8, comparando
com 4,5 do solo de floresta. Diversos estudbs feitos preliminarmente em
laboratério, mostraram que o pH interfere na toxicidade de metais, que
geralmente é maior em pH baixo. As quantidades maximas de biossélidos e

seus limites para aplicagdo em solos agricolas podem ser vistos na Tabela 8.

Tabela 8. Taxa anual maxima de metais permitida pela Norma P4.230 da
CETESB (Estado de S&o Paulo, 1999) e taxa de metais aplicados
no solo, de acordo com as dose definidas.

Metal Taxa maxima anual Concentragdo maxima Quantidade maxima

(Kg ha"-) premitida no biossdlido permitida de biossdlido
' (mgkg™) (Mg ha™)
, : ' ~ Franca Barueri
Cu ' 75 4300 392,7 154,0
Ni 21 , 420 _ 446,8 - 86,8
Cd 1,9 8 158,1 = 299,44

Zn 140 ’ 7500 47,0 84,4
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O material orgdnico e inorganico resultante da decomposicdo da
matéria organica, se transforma em formas inorgéanicas disponiveis para as
plantas, sendo em parte assimilada pela biomassa ou estabilizada a formas
orgénicas recalcitrantes. O pH e a textura dos solos contribuem para a reducéo
da toxicidade causada por metais em alta concentracdo (McGrath et al., 1995).

4.2.2 Extracao de DNA total dos solos

O DNA total dos solos foi extraido imediatamente apds a coleta das
amostras usando o kit Fast DNA (Bio 101) para extragdo. Este kit utiliza um
método de extracdo direta de DNA. Métodos de extracdo direta tém sido
descritos como mais eficazes para extracdo de DNA de todas as bactérias,
sejam elas classificadas como positivas ou negativas pelo método de Gram
(Tsai & Olsen, 1992; Kozdréj & van Elsas, 2001). O DNA obtido de ambos os
solos foi purificado com o mesmo kit, através da precipitacdo de proteinas e
ligacdo do DNA em silica ativada com tiocianato de guanidina. Os resultados
indicam que a metodologia utilizada para extragdo e purificacdo do DNA, foi
adequada para os dois tipos de solo. Isso pode ser observado pois o DNA
obtido apresenta alta massa molecular e baixo fracionamento (Figura 8).

A qualidade do DNA total extraido foi estimada pela andlise da
relagcdo entre as absorbancias da solugdo de DNA a 260 e 280 nm (Aze0/A2s0),
cujo resultado fornece informagdes sobre de contaminagdo por proteinas.
Valores de Aso/Azs0 entre 1,8 e 2,0 denotam DNA de alta qualidade. Os
resultados obtidos indicam que o método de extracdo de DNA utilizado permite
uma remogao eficiente das proteinas das amostras de DNA, visto que, em
média a relagdo Aze/A2s0 das amostras tratadas com o biossdlido de Franca foi
de 1,73 e 2,05, 30 e 60 dias, respectivamente.
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ARGILOSO ARENOSO

ETE-Franca ETE-Barueri ETE-Franca ETE-Barueri
M 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4

ALl LD

e

Figura 8 - DNA total extraido das amostras de solo argiloso e arenoso, tratadas
com biossélido da ETE-Franca ou ETE-Barueri. M, marcador de

massa; Dose 1, controle sem aplicagdo de biossolido; ETE-Franca:
Dose 2, 6 Mg ha; Dose 3, 24 Mg ha'; Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-
Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg ha".
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Para as amostras tratadas com o biossélido da ETE-Barueri, em
média a relacdo Azeo/Azse foi de 1,87 e 2,08, 30 e 60 dias, respectivamente
(Tabela 9). A presenca de acidos humicos foi estimada pela relacdo entre as
absorbancias da solugdo de DNA a 260 e 230 nm (Azs0/A230). Em solugbes com
baixa concentracdo de acidos humicos, essa relacao deve ser maier do que 2,0.
Os dados obtidos sugerem que a concentracdo de acidos huamicos nas
amostras € alta, indicando que o método utilizado para extracdo de DNA 16S
apresenta baixa eficiéncia na remocao destes. No entanto, a presenca de
acidos humicos nas amostras de DNA néo interferiu na amplificagdo do rDNA
16S por PCR. A relacdo Agxso/A2z0 das amostras tratadas com o biossélido de
Franca foi de 0,12 e 0,04, 30 e 60 dias, respectivamente. Para as amostras
tratadas com o biossélido da ETE-Barueri, em média a relagao Ase/A2s0 foi de
0,09 e 0,26, 30 e 60 dias, respectivamente (Tabela 9).

4.2.4 Estrutura da comunidade de Bacteria

Os amplicons presentes nos géis de poliacrilamida com gradiente
desnaturante de amostras de solo, argiloso e arenoso, tratadas com diferentes
doses dos biossdlidos da ETE-Franca e ETE-Barueri, estao distribuidos como
pode ser observado na Figura 10. Sua representacdo esquematica pode ser
vista na Figura 11. O total de amplicons detectados, apés 30 dias do plantio do
milho, foi de 31 amplicons distribuidos entre os tratamentos. Cerca de 12,9%
dos amplicons foram observados em todas as amostras, cujos Rfs sdo: 0,344;
0,377, 0,693 e 0,728. Somente 9,6% dos amplicons estdo presentes
preferencialmente nas amostras que receberam o biossélido da ETE-Barueri,
cujos Rfs sdo: 0,355; 0,635 e 0,649. Os amplicons com Rfs 0,418 e 0,672
(6,5%), s6 nao foram detectados nas amostras de solo arenoso tratado com
quantidade equivalente a 62 Mg ha™ do biossélido da ETE-Barueri.
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ARGILOSO ARENOSO
ETE-Franca ETE-Barueri ETE-Franca ETE-Barueri
M 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4
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Amplicons sintetizados por PCR do rDNA 16S de Bacteria de solo argiloso
e arenoso tratado com biossodlido da ETE-Franca ou ETE-Barueri. M,
marcador de massa molecular; Dose 1, sem adicdo de biossolido; ETE-
Franca: Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha™'; Dose 4, 96 Mg ha™!, ETE-
Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha''; Dose 4, 124 Mg ha™ . A,
regiao V3; B, regiao V1-V3.
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Somente na amostra de solo arenoso tratado com quantidade equivalente a 6
Mg ha™ do biossdlido da ETE-Franca foram identificados os amplicons de Rfs
0,246 e 0,256. Apds 60 dias do plantio do milho, uma nova avaliagado foi feita
(Figura 12). A representacdo esquematica pode ser vista na Figura 13. Neste
caso, foram observados 26 ampliccns. Somente o amplicon com Rf 0,483
(3,8%) esta presente em todas as amostras. Os solos sem biossélido e o
tratamento com quantidade equivalente a 6 Mg ha™' do biossélido da ETE-
Franca, em solo argiloso, apresentam um amplicon com Rf de 0,512 (3,8%). O
amplicon com Rf 0,451 (3,8%) esta presente, preferencialmente nas amostras
que receberam as doses mais altas do biossédlido da ETE-Franca, independente
do tipo de solo. Os amplicons de Rfs 0,349 e 0,357 (7,7%); foram observados
apenas na amostra de solo arenoso tratado com quantidade equivalente a 6 Mg
ha™' do biossdlido da ETE-Franca, enquanto que o amplicon com Rf 0,348
(3,8%) foi detectado preferencialmente em solo arenoso independente do tipo
de biossdlido aplicado.

Da mesma forma, Kozdrgj & van Elsas (2001) analisaram solos por
PCR-DGGE e metil ésteres de acidos graxos. As diferencas da estrutura das
comunidades foram mais visiveis apds a diluicido do DNA, indicando que as
populagcdes menos dominantes foram afetadas por metais pesados. Além disso,
o conteido de matéria organica, tipo de solo a cultura foram fatores de
alteracdo na composicdo da comunidade bacteriana, visto que diferentes
populacbes podem estar envolvidas nos efeitos da poluicdo por metais
pesados, resultando em alteragdes na estrutura da comunidade. Contudo, cada
solo pdde ser caracterizado por uma comunidade bacteriana especifica, no
entanto, estas diferencas podem estar relacionadas as populacdes menos
numerosas cujos amplicons sdo menos visiveis (Gelsomino et al., 1999).
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Solo ARGILOSO ARENOSO
Biossolido ETE-FRANCA ETE-BARUERI  ETE-FRANCA ETE-BARUERI

Dose 1 2 34 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4

Figura 10 - Amplicons da regiao V3 do rDNA 16S das comunidades de
Bacteria de solo argiloso ou arenoso tratado com biossolidos
da ETE-Franca ou ETE-Barueri. Os amplicons foram
separados em gel de poliacrilamida 8%, com gradiente
desnaturante (15-55%). O DNA foi visualizado por coloragao
com SYBR Green |. Dose 1, sem aplicagdo de biossodlido;
ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha'; Dose 3, 24 Mg ha™'; Dose 4,
96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg
ha'; Dose 4, 124 Mg ha™'. Amostras coletadas apés 30 dias do

plantio do milho. As setas indicam os amplicons sequenciados.
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Diagrama representando os amplicons da regiao V3 do
rDNA 16S das comunidades de Bacteria de solo argiloso e
arenoso tratados com biossélidos da ETE-Franca ou ETE-
Barueri. Dose 1, sem adi¢do de biossdlido; ETE-Franca:
Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha™'; Dose 4, 96 Mg ha';
ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg ha'; Dose 3, 62 Mg ha™’;
Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras coletadas apés 30 dias do
plantio do milho.
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Microrganismos do solo influenciam a disponibilidade de metais e
nutrientes direta ou indiretamente. Um efeito direto é a degradagcdao da matéria
organica e subsequente liberacdo dos nutrientes. Os nutrientes ndo usados na
construcao de novas células e processos de manutencdo sdo disponibilizados
para as plantas. A biomassa microbiana também é uma fracdo relativamente
labil da matéria organica do solo. Os nutrientes da célula podem também estar
disponiveis com a morte da célula microbiana, sendo entdo atacados por outros
microrganismos. Os efeitos diretos séo resultantes da interagdo de subprodutos
microbianos com o0s constituintes do solo (Altieri, 1999). A excrecdo de
diferentes compostos organicos dos pélos radiculares e células epidérmicas sdo
os fatores responsaveis pela estimulacdo de microrganismos na rizosfera. Os
compostos excretados sdo componentes dos exsudatos, cuja fungdo, no fluxo
de carbono é fundamental para o solo, um processo chamado de
rizodisposicédo. O efeito da rizodisposicdo mostra que uma mistura de acgucares,
acidos organicos e aminoacidos sdo adicionados a solos poluidos com metais
(Baudoin et al., 2001).

Griffiths et al. (2001) analisando indicadores potenciais de disturbios
do solo mostraram que a cinética de mineralizagdo do substrato foi
significativamente estimulada pela poluicdo por hidrocarboneto, diferindo do
controle. A estabilidade funcional forneceu dados quantitativos sobre a
resisténcia do solo ao distarbio imposto, diferenciando os tratamentos.
Macnaughton et al. (1999) analisaram a estrutura da comunidade de bactérias
em solos, por PCR-DGGE e andlise de &cidos graxos de fosfolipidios. O
aparecimento de quatro amplicons entre 1 e 8 semanas, ap0ds o tratamentd dos
solos com Sr, Co, Cs, foi observado caracterizando as alteragdes na estrutura
da comunidade.
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Solo ARGILOSO ARENOSO
Biossolido ETE-FRANCA ETE-BARUERI ETE-FRANCA ETE-BARUERI

Dose 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4

Figura 12 - Amplicons da regido V3 do rDNA 16S das comunidades de
Bacteria de solo argiloso ou arenoso tratado com biossdlidos da
ETE-Franca ou ETE-Barueri. Os amplicons foram separados em
gel de poliacrilamida 8%, com gradiente desnaturante (15-55%).
O DNA foi visualizado por coloragdo com SYBR Green |. Dose 1,
sem aplicagéo de biossodlido; ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha‘1;
Dose 3, 24 Mg ha'; Dose 4, 96 Mg ha™'; ETE-Barueri: Dose 2, 31
Mg ha'; Dose 3, 62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras
coletadas ap6s 60 dias do plantio do milho. As setas indicam os

amplicons sequenciados.
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Figura 13 - Diagrama representando os amplicons da regido V3 do rDNA

16S das comunidades de Bacteria de solo argiloso e arenoso
tratados com biossdlidos da ETE-Franca ou ETE-Barueri. Dose
1, sem adigdo de biossdlido; ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha™;
Dose 3, 24 Mg ha™'; Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 2,
31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha''; Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras
coletadas apds 60 dias do plantio do milho.
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Por outro lado, Sitaula et al. (1999) determinaram a distribuicbes da
atividade de metais em trés sistemas: sobrenadante, bactérias e pélete de solos
com e sem esterco. Os resultados mostraram que o solo tratado com esterco
tem maior atividade de Cd e Zn na fracdo bacteriana que no solo sem esterco.
Segundo os autores, a maior comunidade bacteriana em solo com esterco,
pode contribuir para uma maior quantidade de metais associados. Baath et al.
(1998), com o resultado da andlise de componente principal dos padroes de
acidos graxos fosfolipidicos da comunidade microbiana do solo, mostraram que
a aplicacao de altas doses de Cu afeta a comunidade microbiana alterando sua
estrutura, induzindo ou reduzindo do nimero de espécies, conforme o contetido
de umidade do solo.

A similaridade entre as estruturas das comunidades de Bacteria, foi
usada para avaliar as alteragdes ocorridas nos solos tratados com biossdlido,
calculando-se uma matriz de similaridade Os resultados demonstram para
ambos os solos, 30 dias apds o plantio de milho, as comunidades de Bacteria
dos solos que receberam biossdlidos da ETE-Franca eram mais semelhantes
ao controle sem biossdlido do que aqueles que receberam biossélido da ETE-
Barueri (Tabela 10). Em média, a similaridade da comunidade de Bacteria do
solo argiloso tratado com biossdlido da ETE-Franca foi de aproximadamente
74,2% em relacéo a comunidade de Bacteria do solo sem biossdlido. J4, as
comunidades do solo argiloso tratado com biossdlido da ETE-Barueri
apresentaram aproximadamenteA62,4% de similaridade com o controle sem
biossdlido. Em solo arenoso tratado com biossélido da ETE-Franca, as
comunidades de Bacteria apresentaram aproximadamente 65,5% de
similaridade com a comunidade de Bacteria do solo sem biossélido. Ja, as
comunidades do solo arenoso tratado com biossélido da ETE-Barueri
‘apresentaram aproximadamente 53% de similaridade com o controle sem
biossdlidos. As comunidades de Bacteria do solo argiloso tratado com
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biossdlido da ETE-Franca, 60 dias apds o plantio de milho, apresentaram em
média 79% de similaridade com o controle.

As comunidades de Bacteria do solo argiloso tratado com biossdlido
da ETE-Barueri apresentaram aproximadamente 76% de similaridade em
relacdo ao controle. Em solo arenoso tratado com biossélido da ETE-Franca, as
comunidades de Bacteria apresentaram aproximadamente 73% de similaridade
com o controle sem biossélido. Quando o biossélido da ETE-Barueri foi
utilizado, as comunidades de Bacteria do solo arenoso apresentaram 68% de
similaridade com o controle sem biossélidos (Tabela 11).

As comunidades de Bacteria do solo argiloso, quando tratado com o
biossdlido da ETE-Franca, foram maié similares ao controle, independente da
época de amostragem 74,2 e 79%, respectivamente. Quando este solo foi
tratado com o biossdlido da ETE-Barueri, a comunidade teve o valor de
similaridade reduzido para 62,4 e 76% para 30 e 60 dias apds o plantio do
milho, em relacdo ao controle. Houve um acréscimo nos coeficientes de
similaridade em relagdo a época de amostragem e um decréscimo em relacéo
ao tipo de biossdlido. -

Resultados semelhantes foram observados em solo arenoso, porém,
neste caso, o efeito foi mais acentuado, pois os valores de similaridade foram
menores, 0 que sugere maior alteracdo na estrutura da comunidade de

- Bacteria, em relagdo aos controles. Quando o solo arenoso foi tratado com
biossélido da ETE-Franca a similaridade foi de 65,5 e 76% e quando tratado
com o biossélido da ETE-Barueri apresentou similaridade de 53 e 68%, 30 e 60
dias, respectivamente. Isso se deve provavelmente as caracteristicas de textura
e baixa capacidade de imobilizacdo de metais pesados, tornando estes
prontamente disponiveis na soli:géo do solo (Ross, 1994). Os coefici'entes de
similaridade obtidos para as amostras coletadas 60 dias apés o plantio do
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Tabela 10. Coeficientes de similaridade binarios ("simple matching") dos

perfis de amplicons da regido V3 do rDNA 16S de Bacteria, 30

dias ap6s o plantio de miiho.

ARGD1 ARGF2 ARGF3 ARGF4 ARGB2 ARGB3 ARGB4

ARGD1 1,000

ARGF2 0,710 1,000 |

ARGF3 0,774 0,742 1,000

ARGF4 0,742 0,774 0,903 1,000

ARGB2 0,613 0,581 0,645 0,677 1,000

ARGB3 0,613 0,516 0645 0,677 0,871 1,000

ARGB4 0,645 0,613 0484 0,581 0,774 0,710 1,000
ARED1 AREF2 AREF3 AREF4 AREB2 AREB3 AREB4

ARED1 1,000

AREF2 0,677 1,000

AREF3 0,645 0,710 1,000

AREF4 0,645 0,710 0,742 1,000

AREB2 0516 0,645 0,742 0,613 1,000

AREB3 0484 0,613 0,645 0,645 0,645 1,000

AREB4 0581 0581 0548 0,613 0,613 0,710 1,000

Tipo de solo: solo argiloso (ARG); solo arenoso (ARE).
Doses: Dose 1, sem adigdo de biossélido; ETE-Franca (F): Dose 2, 6 Mg ha™; Dose 3, 24
Mg ha™; Dose 4, 96 Mg ha™; ETE-Barueri (B): Dose 2, 31 Mg ha™; Dose 3, 62 Mg ha™; Dose

4,124 Mg ha™. ' L



82

Tabela 11. Coeficientes de similaridade bindrios ("simple matching") dos
perfis amplicons da regido V3 do rDNA 16S de Bacteria, 60 dias
ap6s o plantio de milho.

ARGD1 ARGF2 ARGF3 ARGF4 ARGB2 ARGB3 ARGB4

ARGD1 1,000

ARGF2 0,917 1,000

ARGF3 0,708 0,708 1,000

ARGF4 0,750 0,750 0,708 1,000

ARGB2 0,750A 0,833 0,625 0,833 1,000

ARGB3 0,792 0,792 0,667 0,875 0,792 1,000

ARGB4 0,750 | 0,750 0,625 0,667 0,833 0,708 1,000
ARED1 AREF2 AREF3 AREF4 AREB2 AREB3 AREB4

ARED1 1,000

AREF2 0,800 1,000

AREF3 0,720 0,760 1,000

AREF4 0,680 0,560 0,560 1,000

AREB2 0,600 0,640 0,720 0,680 1,000

AREB3 0,760 0560 0,560 0,680 0,680 1,000

AREB4 0,680 0,640 0,640 0,440 0,600 - 0,600 1,000

Tipo de solo: solo argiloso (ARG); solo arenoso (ARE). .

Doses: Dose 1, sem adicéo de biossdlido; ETE-Franca (F): Dose 2, 6 Mg ha™; Dose 3, 24

Mg ha™; Dose 4, 96 Mg ha™'; ETE-Barueri (B): Dose 2, 31 Mg ha™; Dose 3, 62 Mg ha™; Dose
4,124Mgha™. .
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milho, foram superiores aos obtidos apds 30 dias do plantio de milho. Isto pode
ser explicado pela presenca de cdations inorgénicos e matéria orgéanica
disponiveis.

Estes dois componentes podem reduzir a toxicidade de metais
pesados em solos contaminados (Kunito et al., 1999). Khan & Scullion (2000)
encontraram correlacéo negativa entre a biomassa e a concentracdo de metais
pesados em solos arenosos. Em solos argilosos, esta correlagcdo n&o foi
observada, sugerindo que a disponibilidade de metais pode ser afetada pela
presenca de sitios de ligacdo em maior abundancia em fungdo da textura do
solo. Frostegard et al. (1993) verificaram as variagbes nos coeficientes de
similaridade dos perfis de fosfolipidios de dois solos: floresta e arenoso,
enriquecidos com diferentes concentracées de Cd, Cu, Ni, Pb ou Zn. Os
resultados obtidos demonstram que a estrutura da comunidade pode ser
modificada, de acordo com a dose e tipo de metal adicionado. Porém, em
alguns casos, a resposta independe doﬂtipo de metal. Da mesma forma,
Bending et al. (2000) verificou que as raizes das plantas liberam grandes
quantidades de compostos orgéanicos que séo a principal fonte de energia para
0s microrganismos que habitam a rizosfera, sendo estes relacionados ao
estdgiode desenvolvimento e idade da planta. Assim, alteracdes na diversidade
genética e funcional podem ser observadas, com reflexos na estrutura da
. comunidade.

Por outro lado, Brim et al. (1999) determinaram que, bactérias com
capacidades metabdlicas raras ou resistentes a metais pesados, podem
também estar presentes, induzindo a umé maior dominancia destas espécies.
Duineveld et al. (1998) usando PCR-DGGE encontraram similaridade entre a
comunidade bacteriana da rizosfera de crisdntemo e o solo sem cultivo. Os
autores sugerem que o potencial de impacto das raizes nas populagdes
bacterianas no solo ndo foi grande o suficiente para induzir mudangas na
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estrutura da comunidade, pois foram estaveis em relacdo ao tempo e espaco.
Porém, correlacao positiva foi observada entre as mudangas na estrutura da
comunidade de Bacteria com a idade e o estagio de desenvolvimento da planta.

A analise de agrupamento hierarquico do solo argiloso, 30 dias apds
o plantio do milho, possibilitou a identificacdo de 2 grupos de comunidades de
Bacteria (Figura 14A). O primeiro grupo ocorre nos solos tratados com as doses
2, 3 e 4 do biossdlido da ETE-Franca e o controle sem biossélido; o segundo
grupo ocorre nos solos com as doses 2, 3 e 4 do biossélido da ETE-Barueri. Em
solo arenoso, na mesma época de coleta, foi possivel a identificacdo de 3
grupos. O primeiro ocorre no controle sem biossélido; o segundo ocorre no solo
com as doses 2, 3 e 4 do biossélido da ETE-Franca e a dose 2 do biossélido da
ETE-Barueri; o terceiro grupo ocorre no solo tratado com as doses 3 e 4 do
biossélido da ETE-Barueri. Na segunda época de amostragem, 60 dias apés o
plantio do milho, em solo argiloso foram identificados 4 grupds (Figura 14C). O
primeiro grupo ocorre no solo tratado com a dose 3 do biossélido da ETE-
Franca; o segundo grupo ocorre nos solos tratados com a dose 4 do biossoélido
da ETE- Franca e a dose 3 do biossélido da ETE-Barueri; o terceiro grupo
ocorre com o controle sem biossélido e a dose 2 do biossélido da ETE-Franca;
0 quarto grupo ocorre com o solo tratado com as doses 2 e 4 do biossdlido da
ETE-Barueri. Em solo arenoso, 60 dias apds o plantio do milho, foram
identificados 3 grupos de estrutura de comunidade de Bacteria (Figura 14D). O
primeiro grupo ocorre no solo tratado com as doses 2 e 3 do biossélido da ETE-
Barueri e a dose 4 do biossélido da ETE-Franca; o segundo grupo ocorre em
solo tratado com as doses 2 e 3 do biossélido da ETE-Franca e o controle sem
biossélido; o terceiro grupo ocorre em solo tratado com a dose 4 do biossélido
da ETE-Barueri.
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Figura 14 - Dendogramas mostrando as relagbes entre os amplicons

sintetizados por PCR com os iniciadores BA338fCG e UN518r
de solos argiloso (ARG) ou arenoso (ARE) tratados com
biossdlidos. Dose 1, sem adicdo de biossdlido (ARGDO;
AREDO); ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha"‘; Dose 3, 24 Mg ha™:
Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3,
62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha™'. A e B, 30 dias apds o plantio
de milho; C e D, 60 dias apds o plantio de milho.
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Esses mostram maior similaridade entre solos tratados com o
biossdlido da ETE-Franca em relagdo ao controle, em ambos os tipos de solo e
épocai de amostragem, conforme ja observado pelos coeficientes de
similaridade. Isso sugere que o solo tratado com biossélido da ETE-Franca a

recuperagao ocorre mais rapida, ou seja, a resiliéncia do sistema foi maior.

Kowalchuk et al. (1997), observaram as diferencgas fisiolégicas de
varias espécies da subdivisao f de bactérias oxidantes de amodnia, as quais
reduziam as taxas de nitrificacdo em resposta a fatores ambientais. A
determinacao da correlagdo entre a composicao da comunidade e as relagdes
espaciais dos diferentes membros com uma fungcdo na comunidade, podem ser
importantes para melhor compreensao dos ciclos biogeoquimicos nos quais as
transformagdes sao catalisadas pelo consércio de muitas espécies e nao por
um Unico microrganismo.

Contudo, outros fatores podem estar relacionados, como verificado
por Frostegard et al. (1993) que analisaram solos de diferentes texturas,
observando que em cada tratamento com diferentes doses e tipos de metais,
um grupo de acido graxo pode ser induzido ou reduzido. Eles concluem que a
estrutura da comunidade pode ser modificada, resultando na selecdo de
espécies tolerantes a metais. Filser et al. (1995) analisaram um total de 15
solos de um agrossistema cultivado com trigo e cevada, em rotacéo de cultura,
foi analisado em relacdo a composicao da microbiota do solo. Os autores
concluiram que o0 manejo utilizado se reflete em alteragdes.na composicao da
microbiota e estas mudancas de estruiura tém pronunciado efeito na ciclagem
de nutrientes.

Uma nova avaliacdo da estrutura da comunidade foi feita com base
na analise dos amplicons da regido V1-V3 do rDNA 16S, separados por DGGE
(Figura 13). A representacéo esquematica do gel apresentado na Figura 15
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pode ser vista na Figura 16. Para amostras coletadas apés 30 dias do plantio
de milho, cerca de 19 amplicons foram identificados no gel de DGGE,
apresentando poucas diferencas nos valores de Rf. Cerca de 21% dos
amplicons estdo presentes em todos os tratamentos, cujos Rfs sdo: 0,185,
0,193, 0,209 e 0,225. Os amplicons de Rfs 0,183; 0,201; 0,210 e 0,387,
apresentaram .valores de Rf muito préximo aos citados anteriormente, porém,
eles estdo presentes como um unico amplicon em diferentes tratamentos,
independente de dose ou tipo de solo. Em relagdo ao tratamento a que estes
amplicons pertencem, em geral, s&o encontrados nas duas posicoes de Rf.

As amostras de solo arenoso apresentaram um acréscimo no
nimero de amplicons de aproximadamente 32% em relagdo as amostras de
solo argiloso, independente do biossélido utilizado. Quando o solo foi tratado
com o biossélido da ETE-Barueri o nimero de amplicons foi 16% maior. Apés
60 dias do plantio do milho, cerca de 23 amplicons foram detectados, conforme
a Figura 17, cuja representacdo esquematica pode ser vista na Figura 18. Nos
Rfs 0,360 e 0,508 foram detectados os amplicons presentes em amostras de
solo argiloso tratado com biossélido da ETE-Franca e o controle sem aplicacéo
de biossdlido. Cerca de 13% dos amplicons estdo presentes em todas as
amostras cujos Rfs séo: 0,286; 0,339 e 0,691. Nas amostras de solos controles,
coletadas apés 60 dias do plantio do milho, foram detectados os amplicons de
Rfs 0,097; 0,390 e 0,487, presentes somente nesta amostra. Da mesma forma
os amplicons de Rf 0,398 e 0,508 foram detectados somente em so_lo argiloso
tratado com quantidade equivalente a 6 Mg ha™ do biossélido da ETE-Franca.
O amplicon de Rf 0,625 s6 foi detectado numa amostra de solo argiloso tratada
com quantidade equivalente a 24 Mg ha™ biossélido da ETE-Barueri. Os
amplicons com Rfs 0,304 e 0,314, ao contrario, s6 ndao foram detectados nas
amostras de solos controle (D1) e em solo argiloso tratado com quantidade
equivalente a 6 Mg ha™, respectivamehte. | '
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Solo ARGILOSO ARENOSO
Biossdlido ETE-FRANCA ETE-BARUERI ETE-FRANCA ETE-BARUERI
Dose 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4

Figura 15 - Amplicons da regido V1-V3 do rDNA 16S das comunidades de
Bacteria de solo argiloso e arenoso tratados com biossdlidos da
ETE-Franca ou ETE-Barueri. Os amplicons foram separados em
gel de poliacrilamida 6%, com gradiente desnaturante (10-45%).
O DNA foi visualizado por coloragao com SYBR Green |. Dose 1,
sem aplicacdo de biossolido; ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha;
Dose 3, 24 Mg ha''; Dose 4, 96 Mg ha™'; ETE-Barueri: Dose 2, 31
Mg ha'; Dose 3, 62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras
coletadas apds 30 dias do plantio de milho.
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Figura 16 - Diagrama representando os amplicons da regiao V1-V3

do rDNA 16S das comunidades de Bacteria de solo
argiloso e arenoso, tratados com biossolidos da ETE-
Franca ou Barueri. Dose 1, sem adicéo de biossolido;
ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha'; Dose 3, 24 Mg ha'™;
Dose 4, 96 Mg ha''; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™;
Dose 3, 62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha™'. Amostras
coletadas apds 30 dias do plantio do milho.
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Solo ARGILOSO ARENOSO
Biossélido ETE-FRANCA ETE-BARUERI ETE-FRANCA ETE-BARUERI
Dose 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 2 3 4

-}

Figura 17 - Amplicons da regido V1-V3 do rDNA 16S das comunidades de
Bacteria de solo argiloso e arenoso com biossolidos da ETE-
Franca ou ETE-Barueri. Os amplicons foram separados em gel
de poliacrilamida 6%, com gradiente desnaturante (10-45%). O
DNA foi visualizado por coloragao com SYBR Green |. Dose 1,
sem adicdo de biossdlido; ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha'; Dose
3, 24 Mg ha'"; Dose 4, 96 Mg ha''; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg
ha'; Dose 3, 62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras

coletadas apds 60 dias do plantio de milho.



B1
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
B11
B12
B13
B14
B15
B16
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23

Amplicons

91

ARGILOSO ARENOSO Solos
Franca Barueri Franca Barueri Biossélidos
12342341234234Doses

0,097
0,222
0,232
0,255
0,286
0,304
0,314
0,339
0,360
0,375
0,390
0,398 -
0,418
0,436
0,452
0,487
0,508
0,584
0,602
0,617
0,625
0,658
0,691

Sid

Figura 18 - Diagrama representando os amplicons da regiao V1-V3 do rDNA

16S das comunidades de Bacteria de solo argiloso e arenoso,
tratados com biossdlidos da ETE-Franca ou Barueri. Dose 1,
sem adigdo de biossdlido; ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha''; Dose
3, 24 Mg ha™'; Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg
ha'; Dose 3, 62 Mg ha'; Dose 4, 124 Mg ha'. Amostras
coletadas ap6s 60 dias do plantio do milho.
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O numero de amplicons comum a todos os tratamentos, variou de 4
para 3, de 30 para 60 dias apés o plantio do milho. Entre as duas amostragens
também foram encontradas diferengas entre a maior abundancia de amplicons,
como a maior concentragao em solo arenoso, 30 dias apés o plantio de milho e
maior concentracdo de amplicons em solo argiloso 60 dias ap6s o plantio de
milho. Os amplicons obtidos pela amplificacdo com o conjunto de iniciadores
63fGC e 518r e separados por DGGE, foram pouco diferenciados devido a sua
baixa sensibilidade em detectar as variagdes na estrutura da comunidade.
Contudo, as alteragdes ocorridas podem ser da mesma forma justificada pela
presenca de matéria organica, plantas de milho e metais pesado em diferentes
proporcdes e estagios de desenvolvimento.

Kozdroj & van Elsas (2000) analisaram a resposta da comunidade
microbiana sob influéncia de exsudatos de raizes em solo poluido com metais
pesados. Os resultados mostraram que os exsudatos tém um efeito significativo -
no desenvolvimento de populacbes de bactérias em solos contaminados com
metais pesados. Conforme o impacto destes metais, diferentes popula¢ées séo
inibidas ou induzidas, produzindo mudangas na estrutura da comunidade.
Contudo, Kostov et al. (2001) afirmam que biossélido € um poderoso agente de
recuperacao da fertilidade do solo, mesmo que este tenha sido contaminado
com metal pesado como o cobre. Por outro lado, Dalmastri et al. (1999)
analisaram a influencia do tipo de solo, cultivar de milho e diversidade genética
na presenca das populacdes de Burkholderia cepacia. Segundo os autores ndo
ha variagdo entre a estrutura genética das populagdes de Burkholderia cepacia,
as quais estao distribuidas aleatériamente entre a rizosfera e fora dela.

A comparagdo entre os coeficientes de similaridade binéﬁos foi feita
para verificar as alteragdes da estrutura da comunidade de géis de da regido
V1-V3 do rDNA 16S, separados por DGGE. Os coeficientes de similaridade
gerados foram utilizados para comparar as estruturas das comunidades de
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Bacteria do solo argiloso e arenoso, tratadas com diferentes doses de
biossélidos e avaliadas 30 e 60 dias apés o plantio de milho, com os controles
sem biossdlidos, e podem ser vistas nas Tabelas 12 e 13. Em solo argiloso,
apés 30 dias do plantio de milho, as comunidades de Bacteria dos solos que
receberam biossélido da ETE-Franca apresentaram aproximadamente 70% de
similaridade com os controles sem adicdo de biossélido. Quando o biossdlido
da ETE-Barueri foi adicionado, as comunidades de Bacteria do solo
apresentaram 76% de similaridade em relagcdo ao controle. Para mesma época
de coleta, em solo arenoso, a comunidade de Bacteria que recebeu o biossdlido
da ETE-Franca foi 100% similar ao controle, independente da dose de
biossélido aplicada. Nos solo tratado com o biossélido da ETE- Barueri, as
comunidades de Bacteria apresentaram 94% de similaridade em relacdo aos
~controles sem biossdlidos. Apds 60 dias do plantio do milho, as comunidades
de Bacteria de solo argiloso com biossélido da-ETE-Franca, apresentaram
aproximadamente 52% de similaridade com o controle. Pouca diferenca foi
. observada em relacdo a comunidade de Bacteria de solo tratado com o
biossé6lodo da ETE-Barueri, na qual a similaridade foi de 58%. Na mesma época
de coleta em solo arenoso, os solos tratados com biossélido da ETE-Franca,
apresentaram 90% de similaridade com o controle. Com o biossélodo da ETE-
Barueri, a similaridade foi de 86%, em relagcdo ao controle. |

- Os coeficientes de similaridade das amostras de solos arenosos
tratados com biossélido da ETE-Barueri foram mais similares aos controles sem
adicao de biossdlidos. Em geral, foram observadas pequenas diferencas nos
valores dos coeficientes de similaridade entre as amostras de solos tratadas
com diferentes biossélidos. Em relacdo ao tipo de solo, os.tratamentos
referentes as amostras coletadas apés 60 dias do plantio de milho,
apresentaram os menores valores de similaridade, 52% ETE-Franca e 58%
ETE-Barueri. , |
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Tabela 12. Coeficientes de similaridade binarios ("simple matching") dos perfis
- de amp]icons da regido V1-V3 do rDNA 16S de Bacteria, 30 dias
apo6s o plantio de milho
ARGD1 ARGF2 ARGF3 ARGF4 ARGB2 ARGB3 ARGB4
ARGD1 1,000
ARGF2 0,545 1,000
" ARGF3 0,818 0,727 1,000
ARGF4 0,727 0818 0727 1,000
ARGB2 0,545 0,455 0364 0,636 1,000
ARGB3 0,909 0,636 0,909 0,818 0,455 1,000
ARGB4 0,818 0,727 1,000 0,727 0,364 - 0,909 1,000
ARED1 AREF2 AREF3 AREF4 AREB2 AREB3 AREB4
ARED1 1,000 ’
AREF2 1,000 1,000
AREF3 1,000 1,000 1,000
AREF4 1,000 1,000 1,000 1,000
AREB2 v1,0vOO 1,000 1,000 1,000 1,000
AREB3 0,909 0,909 0,909 0,909 0,909 1,000

AREB4 0,909 0,909 0,909 0,909 0,909 0,909 1,000

Tipo de solo: solo argiloso (ARG); solo arenoso (ARE).

Doses: Dose 1, sem adigdo de biossolido; ETE-Franca (F): Dose 2, 6 Mg ha™; Dose 3,24 Mg
ha™; Dose 4, 96 Mg ha™; EI'E—Baruen (B): Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™; Dose 4,
124 Mg ha™. :
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Tabela 13. Coeficientes de similaridade binarios ("simple matching") dos perfis

apos o plantio de milho

-~ de amplicons da regiao V1-V3 do rDNA 16S de Bacteria, 60 dias

ARGD1 ARGF2 ARGF3 ARGF4 ARGB2 ARGB3 ARGB4

ARGD1 1,000

ARGF2 0,435 1,000

ARGF3 0,652 0,522 1,000

ARGF4 0,478 0,609 0739 1,000

ARGB2 0522 0,652 0,696 0,609 1,000

ARGB3 0,609 0478 0783 0522 0,826 1,000

ARGB4 0,609 0,478 0870 0609 0,826 0,913 1,000
ARED1 AREF2 AREF3 AREF4 AREB2 AREB3 AREB4

ARED1_ 1,000

AREF2 0,913 1,000

AREF3 0913 1,000 1,000

AREF4 0,870 0,957 0957 1,000

AREB2 0,826 0913 0913 0957 1,000 _

AREB3 0,826 0,826 0826 0870 0913 1,000

AREB4 0913 0913 0913 0870 0826 0913 1,000

Tipo de solo: solo argiloso (ARG); solo arenoso (ARE).
Doses: Dose 1, sem adigdo de biossélido; ETE-Franca (F): Dose 2, 6 Mg ha™*; Dose 3, 24 Mg "

ha™; Dose 4, 96 Mg ha™; ETE-Ba

124 Mg ha™.

rueri (B): Dose 2, 31 Mg ha™; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4,
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Estes foram os menores valores de similaridade observados para as amostras
amplificadas com o conjunto de iniciadores 63fGC e 518r. Isso sugere que 0s
fragmentos gerados com este conjunto de iniciadores (63fGC e 518r), foram
menos sensiveis para demonstrar as mudangas na estrutura das comunidades
destes solos.

Resultados semelhantes foram obtidos com a andlise de
agrupamento hierarquico, 4 grupos representam a comunidades de Bacteria,
conforme a Figura 19. O primeiro grupo é formado pelo controle sem biossdélido,
e o solo tratado com quantidade equivalente a 6 Mg ha™ do biossdlido da ETE-
Barueri, o segundo grupo é formado por amostras de solo tratado com
quantidade equivalente a 96 Mg ha™' do biossélido da ETE-Barueri e o solo
tratado com quantidade equivalente a 62 Mg ha™ do biossélido da ETE-Franca.
O terceiro grupo é formado por pelas amostras de solo tratadas com
quantidades equivalentes a 31 e 124 Mg ha™ do biossdlido da ETE-Franca; o
quarto grupo é formado pela amostra de solo tratado com quantidade
equivalente a 6 Mg ha™ do biossélido da ETE-Barueri (Figura 19A). Apés 30
dias do plantio do milho em solo arenoso, o primeiro grupo é formado pelas
amostras de solos tratadas com quantidades equivalentes a 6 e 24 Mg ha™ do
biossélido da ETE-Barueri; 0 segundo grupo é formado pelo controle sem.
biossdlidos; o terceiro grupo é formado pelas amostras de solos tratados com
quantidades equivalentes a 31 e 64 Mg ha™ do biossélido da ETE-Franca; o]
quarto grupo é formado pelas amostras solos tratados com quantidades
equivalentes a 96 e124 Mg ha™' dos biossélidos da ETE-Franca e ETE-Barueri,
respectivamente (Figura 19B). Para o solo argiloso, apds 60 dias do plantio do
milho, foram identificados cinco grupos (Figura 19C). Os primeiro grupo é
formado pelo controle sem biossélido; o segundo grupo é formado pelo solo
tratado com a quantidade equivalente a 62 Mg ha” do biossélido da ETE-
Franca; o terceiro grupo é formado pelas amostras de solos tratadés com
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Figura 19 - Dendograma mostrando as relagbes entre os amplicons
sintetizados por PCR com os iniciadores BA63fCG e UN518r
de solos argiloso (ARG) ou arenoso (ARE), tratados com
biossolidos. Dose 1, sem adigdao de biossodlido (ARGDO;
AREDO); ETE-Franca: Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha™;
Dose 4, 96 Mg ha''; ETE-Barueri: Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3,
62 Mg ha'; Dose 3, 124 Mg ha™'. A e B, 30 dias apds o plantio
de milho; C e D, 60 dias apds o plantio de milho.
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quantidades equivalentes a 62 e 124 Mg ha™ do biossélido da ETE-Barueri; o
quarto grupo é formado pela amostra de solo tratado com quantidade
equivalente a 6 Mg ha™' do biossélido da ETE-Barueri; o quinto grupo é formado
pelas amostras de solos tratados com quantidades equivalentes a 6 e 96 Mg ha’
' do biossélido da ETE-Franca. Apés 60 dias do plantio do milho em solo
arenoso foram identificados 4 grupos. O primeiro grupo é formado pela amostra
de solo tratado com quantidade equivalente a 62 Mg ha™ 3 do biossdlido da
ETE-Barueri; o segundo grupo é formado pela amostra de solo tratado com
quantidade equivalente a 124 Mg ha™ do biossélido da ETE-Barueri e o controle
sem biossolido; o terceiro grupo € formado pelas amostras de solos tratados
com quantidades equivalentes a 6 e 24 Mg ha™' do biossélido da ETE-Franca; e
o quarto grupo é formado pelas amostras de solos tratados com quantidades
equivalentes a 96 Mg ha' do biossélido da ETE-Franca e 6 Mg ha™ do
biossélido da ETE-Barueri. Estes resultados demonstram as poucas diferencas
entre as amostras de solo tratédas com altas e baixas doses de biossolidos,
quando avaliados com amplicons sintetizados por PCR com o conjunto de
iniciadores 63fGC e 518r. '

- Fantroussi et al. (1999) avaliaram solos tratados com herbicidas,
usando dois conjuntos de iniciadores para determinar a estrutura da
comunidade microbiana. Os resultados dos géis de PCR-DGGE das amostras
amplificadas com o conjunto de iniciadores 338fGC e 518r, mostraram que o
herbicida afeta a comunidade microbiana, com algumas espécies eliminadas ou
estimuladas, apés sua aplicagdo. Contudo, os resultados obtidos com o
conjunto de iniciadore 63fGC e 518r, ndo foram observadas diferengas entre os
tratamentos.

O uso do PCR-DGGE com iniciadores universais revela as espécies
mais dominantes. Nestes estudos as moléculas sdo comparadas por regides
altamente conservadas e também por regides com variagbes nas seqiiéncias.
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Por causa das taxas diferenciais de evolucdo das seqiiéncias, relagdes
flogenéticas em diversos niveis de hierarquia podem ser medidas por andlises
comparativas destas (Muyzer et al., 1993; Gelsomino et al., 1999). O conjunto
de iniciadores 338fGC e 518r usados, foi originalmente desenhado por Qvreas
et al. (1997), e amplifica um fragmento de 210 pb. Este fragmento pertence a
regido hipervariavel V3 do rDNA 16S e tem proporcionado excelentes
resultados na andlise da diversidade de Bacteri, como tem sido descrito nos
estudos de ecologia. Contudo, os perfis de DGGE de Bacteria de solos com
diferentes tratamentos, produzem padrbes de separagdo variados quando
iniciadores de regides diferentes do rDNA 16S sdo usados para amplificacdo
por PCR. Estas diferengas nos padroes sdo esperadas, porque percentagem do
conteido de GC e a conservacdo das sequéncias de nucleotideos nido sao
constantes para um determinado comprimento do gene (Nulbel et al., 1999).
Além disso, considerando que a heterogeneidade de sequéncia pode ocorrer
em células da mesma espécie, cada produto amplificado no gel, ndo pode
corresponder a um organismo diferente, € um Unico organismo pode ser
representado por diversos produtos de amplificacdo. Isso demonstra que o uso
de PCR-DGGE como um método efetivo para monitorar as alteracdes
qualitativas na estrutura de comunidades de Bacteria. Porém, as técnicas de
isolamento de amplicons, reamplificacdo e clonagem destes DNAs podem
complementar estes estudos.

4.2.5 Analise dos indices de diversidade

Embora nao exista um consenso em torno de qual indice de
diversidade é mais sensivel para indicar os danos causados pelas condi¢des de
estresse sobre a microbiota do solo, varios indices foram calculados com base
na abundéancia relativa dos amplicons do rDNA 16S de Bacteria. Quando os
iniciadores BA338fGC e UN518r foram usados para amplificagcdo do DNA das
amostras os seguintes indices de diversidade foram calculados: riqueza de
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amplicons (R; Figura 20), indice de Shannon Weaver (H; Figura 21), indice de
dominancia de Simpson (S; Figura 22) e indice de equitabilidade de amplicons
(E; Figura 23).

Para o solo argiloso tratado com biossélido da ETE-Franca, 30 dias
apés o plantio de milho, quando considerada a dose de biossélido aplicada em
relacdo ao controle sem biossélido, os resultados obtidos foram: a riqueza de
amplicons, que esté relacionada a riqueza de espécies (S), teve seu valor
reduzido de 15 para 7, com adicdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ de
biossélido, aumentando para 14 apds a aplicacdo de quantidade equivalente a
24 Mg ha™, seu valor com a aplicagdo de quantidade equivalente a 96 Mg ha™
de biossdlido. A variacdo no indice de diversidade (H) foi de 2,68 para 2,21 com
a aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ de biossélido e se manteve
“invaridvel com a aplicacdo de quantidades equivalentes a 24 e 96 Mg ha™ de
biossolido. O indice dé dominancia (D) aumentou até a aplicacdo de quantidade
equivalente a 6 Mg ha™ (0,192 - 0,306), na Gltima dose (96 Mg ha™") o valor de
D decresceu para 0,166. A equitabilidade aumentou com aplicacao de dose
quantidade equivalente a 6 Mg ha' de biossélido (0,687-0,739). Com a
aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™, este valor foi reduzido para
0,723, aumentando com a aplicacdo de quantidade equivalente a 96 Mg ha™
(0,800). Na segunda época de coleta, 60 dias apés o plantio de milho, os
valores de S e E, aumentaram com a aplicacao de quantidade equivalente a 24
Mg ha™, decrescendo com a dose mais elevada (96 Mg ha™). O valor de H
decresceu até a aplicagdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™' de biossélido
~(0,34-0,29), mantendo este ultimo valor com a aplicagédo da maior dose (96 Mg
ha™). A‘variagéio de D foi de 0,12 para 0,13, com a aplicacdo de quantidade
equivalente a 6 Mg ha™ e 0,24 apés a aplicacéo de quantidade equivalente a 24
Mg ha™!, diminuindo na tltima dose (96 Mg ha™) para 0,15. Os valores no indice
de equitabilidade foram reduzidos até a aplicacao de quantidade equivalente a
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Figura 20 - indices de diversidade dos amplicons da regido V3 do rDNA 168S.
Riqueza de espécies (S) em solo argiloso (ARG) ou arenoso
(ARE), em fungdo da dose de biossdlido adicionada, avaliada 30
(1) e 60 (2) dias apés o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adigdo de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha’
" Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha'. A e B, 30 dias apos o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o
plantio de milho.
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Figura 21 - indices de diversidade dos amplicons da regido V3 do rDNA 16S.
indice de Shannon-Weaver (H) em solo argiloso (ARG) ou arenoso
(ARE), em fungdo da dose de biossdlido adicionada, avaliada 30
(1) e 60 (2) dias apdés o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adigdo de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha
' Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha'. A e B, 30 dias apds o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o

plantio de milho.
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24 Mg ha™ (0,89-0,73), aumentando posteriormente com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 96 Mg ha™ para 0,88.

Na primeira época de amostragem (30 dias ap6s o plantio do milho),
em solo arenoso, com aplicacdo do biossdlido da ETE-Franca, a comunidade
de Bacteria teve a riqueza de espécies variando de 19 (valor do controle) para
18 com aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha'. Com a adicao de
quantidade equivalente a 24 Mg ha™' novamente obtém-se um S=19, reduzido
para 15 com a aplicacdo de 96 Mg ha'. O H desta comunidade teve um
pequeno aumento ap6s a aplicagdo de .quantidade equivalente a 6 Mg ha™
(2,97- 3,15), que se manteve com a aplicagdo das outras doses. O indice de
dominancia (D) também sofreu uma pequena redugdo (0,16-0,14) com a
aplicacado de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ permanecendo com o mesmo
valor com a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™ e diminuindo
para 0,13, com a aplicagdo da maior dose (96 Mg ha™). A equitabilidade (E) foi
maior & medida que a dose do biossdlido aplicado aumentou (0,70-0,82). Na
segunda época de coleta, a comunidade de Bacteria de solo arenoso, a
variacdo da riqueza de espécies (S) foi de 15 para 18 apds a aplicacdo de
quantidade equivalente a 6 Mg ha™', ndo variando com a aplicacdo de
quantidade équivalente a 24 Mg ha™. Com a aplicagdo da dose mais alta de
biossélido (96 Mg ha™") o valor de R foi redﬁzido para 16.

Quando as amostras foram tratadas com o biossélido da ETE-
Barueri, em solo afgiloso, apés 30 do plantio do milho, houve um pequeno
aumento na riqueza de espécies quando-o solo foi tratado com quantidade
equivalente-a 62 Mg ha™', diminuindo para 18, com a aplicacdo da dose mais
alta do biossdlido (124 Mg ha™'). O H aumentou conforme o aumento da dose
de biossdlido aplicada, ou seja, 2,8-3,1 para quantidade equivalenfe a. 31' Mg ha’
1. 3,2 para 62 Mg ha’, mantendo 0 mesmo valor'-apés a aplicacdo de
quantidade equivalente a 124 Mg ha‘_1 de biossdlido aplicado. 0‘ indice valor da
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Figura 22 - indices de diversidade dos amplicons da regido V3 do rDNA 16S.
indice de dominancia de Simpson (D) em solo argiloso (ARG) ou
arenoso (ARE), em fungdo da dose de biossdlido adicionada,
avaliada 30 (1) e 60 (2) dias apés o plantio de milho. Os valores de
S foram calculados a partir dos dados de abundéncia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossdlido da ETE-Franca: Dose
1, sem adi¢ao de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha: Dose 3, 24 Mg ha’
- Dose 4, 96 Mg ha': ETE-Barueri: Dose 1, sem adicao de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha™'. A e B, 30 dias apés o plantio de milho; C e D, 60 dias apés o
plantio de milho.
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dominancia (D) foi reduzida, com o aumento das doses de biossdlido (0,29-
0,14). O indice de equitabilidade foi sensivelmente reduzido com a aplicagéo de
quantidade equivalente a 62 Mg ha™, variando de 0,89 para 0,58, com o
aumento da dose para quantidade equivalente a 212,4 g kg' o valor de E
retornou a 0,89. Para a segunda amostiragem, apos 60 dias do plantio de milho,
ndo houve variacdo nos valores de riqueza de espécies com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 31 Mg ha™ deste biossdlido, porém, com a aplicacéo
de quantidade equivalente a 62 Mg ha™' o valor de S decresceu para 9. O valor
do indice de diversidade variou 3,3 para 1,9 com a aplicacdo de quantidade
equivalente a 62 Mg ha™' de biossélido, retornando ao valor inicial com a
aplicacdo de quantidade equivalente a 124 Mg ha™ (3,3). O S nio se altera com
o0 aumento das doses de biossdlido. O indice de equitabilidade varia de 0,71
para 0,89 ap6s a aplicacdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™, diminuindo
para 0,72 com a aplicacdo da segunda dose (62 Mg ha™), aumentando
novamente na dose mais alta 0,78 (124 Mg ha™). Estes resultados mostram a
ocorréncia de variagdes nos indices de diversidade de Bacteria dessas
amostras nas duas épocas de coleta. Em solo arenoso, 30 apds o plantio de
milho, outro padrdo de variacdo nos indices de diversidade foi observado. A
variacdo da riqueza de espécies foi de 19 para 21 com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 31 Mg ha™ de biossdlido, reduzindo para 10 apés a
aplicacao de quantidade equivalente a 62 Mg ha”, retornando ao valor do
controle com o aumento da dose (124 Mg ha™). O indice de diversidade variou
de 3 para 3,4 com a aplicacdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™,
repetindo este padrao de variagéo com a aplicacéo das doses mais elevadas. O
indice de dominancia manteve-se com o valor de 0,15, mesmo com o aumento
da dosé de biossdlido. A eqitabilidade variou de 0,71 para 76 com a aplicagdo
de quantidade equivalente a 31 Mg ha™, mantendo este mesmo valor com a
aplicacao de quantidade equivalente a 62 Mg ha™!, na dose mais alta (124 Mg
ha™) o valor de E foi de 0,82, sugerindo que um maior impacto na comunidade,
em relagéo as doses mais altas de biossdlido aplicadas. |
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Figura 23 - indices de diversidade dos amplicons da regido V3 do rDNA 168S.
indice de equitabilidade (E) em solo argiloso (ARG) ou arenoso
(ARE), em funcdo da dose de biossdlido adicionada, avaliada 30
(1) e 60 (2) dias apds o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adig¢do de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha"; Dose 3, 24 Mg ha’
" Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha”. A e B, 30 dias apés o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o

plantio de milho.
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Os resultados dos indices de diversidade para as amostras coletadas
apoés 60 dias do plantio de milho, em solo arenoso, foram observados variagées
nos indices, onde a riqueza de espécies reduziu de 15 para 9 com a aplicacdo
de quantidade equivalente a 62 Mg ha™' de biossélido, aumentando para 11 com
a aplicagdo de quantidade equivalente a 96 Mg ha™'. O indice de diversidade
diminuiu somente com a aplicacdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™ de
biossolido, de 3,3 para 3,1, nas outras doses os valores de H foram iguais ao
controle sem adicdo de biossdlido (3,3). O indice de dominéncia aumentou de
0,11 para 0,13, com quantidade equivalente a 31 Mg ha"; 0,25 com 62 Mg ha
e 0,21 com 124 Mg ha™ de biossélido aplicado. A equitabilidade decresceu de
0,78 para 0,72 ap6s a aplicacdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™” de
biossdlido; reduzindo ainda mais com a aplicacao de quantidade equivalente a
62 Mg ha™ de biossélido (0,59) e finalmente na dose mais alta (124 Mg ha™), o
valor de E teve um aumento em relagdo ao valor anterior (0,67). A aplicagdo de
biossdlido com alto teor de metais pesados em solo, registrou a variagéo de
grande amplitude em todos os indices calculados considerando as duas épocas
de coleta. A dominancia foi sensivelmente alterada na segunda época de coleta
em solo arenoso, mostrando a maior persisténcia dos efeitos do impacto sobre
a comunidade de Bacteria, ou seja, a baixa resiliéncia do sistema. Devido as
caracteristicas do solo os metais pesados presentes podem estar mais sollveis
e contudo mais téxicos.

As amostras tratadas com biossélido da ETE-Franca a diversidade
da comunidade decresceu de 3,6 para 3,2, aumentando postériormente para
3,7, e mantendo o mesmo valor com a aplicagdo de quantidade equivalente a
96 Mg ha™. A variagdo da dominancia foi de 0,12 para 0,18 apéds a aplicagédo de
quantidade equivalente a 6 Mg ha™, decrescendo logo apés a aplicagdo de
quantidade equivalente a 24 Mg ha™ de biossélido. O E decresceu de 0,78 para
0,75 com a aplicagdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ e aumentou para
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0,77 apds a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™' e 0,83 com a
aplicacdo de quantidade equivalente a 96 Mg ha™.

Os resultados obtidos em relagdo aos indices de diversidade
sugerem um incremento de espécies provenientes do biossdlido. Isso foi
observado pelo aumento nos valdres de D e E e a baixa variabilidade de H,
além da reducdo nos valores de S, que expressa a riqueza de espécies. Estes
resultados estdo relacionados com‘ as doses de biossdlido aplicadas, as quais,
mostram um efeito acentuad() sobre a estrutura da comunidade de Bacteria,
como se observa na variabiIidade_rencontrada nos valores de S, em relacdo a
dose de biossolido aplicada. Observam-se também, diferencas entre os
tratamentos e o controle (solo:: sem-; aplicacdo de biossdlido), isso sugere que a
aplicacdo do biossélido resuliou em modifica¢gdes na estrutura da comunidade
de Bacteria. As pequenas,diferengas entre os indices de diversidade quando
comparada a primeira com a .ségunda amostragem, inclusive em relacdo aos
controles, demonstram aIta'reSiIiénCia do sistema.

Beare et al. (19:9;5)‘ determinaram a capacidade das comunidades
microbianas a resistirem aos distarbios causados pela presenca de metais
pesados, sugerihdo que: : um'a‘ ‘alta resiliéncia do sistema, pode ser
acompanhada do aumento de dwersndade Porém, a elevada diversidade, pode
estar associada a atlwdades mlcroblanas altamente redundantes como forma
de resisténcia (Lambais & De Souza .2000).

Walker et al. (1999)v.~,eStudaram as relagbes entre a abundancia de
espécies e resiliéncia do gsiétema,, concluindo que embora se enfatize a
importancia da diversidade .de espécies para manter uma alta diversidade
funcional, a redundincia metabdlica pode contribuir para manutengdo da
resiliéncia em sistemas onde ocorrem mudancas. Apds 60 dias a comunidade
restabeleceu um estagio de equilibrio. Porém, ndao se pode afirmar se a mesma
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estrutura inicial pode ter sido recuperada, para isso seria necessario um estudo
mais profundo do sistema. Por outro lado, os resultados obtidos por Niemi et al.
(2001), utilizando varios métodos de lise celular para obtencdo do DNA e
subsequente PCR-DGGE, observaram varios grupos bacterianos dominantes
nas amostras de solo. Da mesma forma, Qvreds et al. (1997) observaram um
decréscimo na diversidade mas com aumento de algumas populacbes de

bacterias que estavam presentes como popula¢gdes dominantes.

A comunidade de Bacteria foi avaliada pela analise dos amplicons da
regiao V1-V3 do rDNA 16S, com base nos dados de percentagem relativa,
obtidos com o auxilio do programa Fragment Analysis. Foram calculados: a
riqueza de espécies (R; Figura 24), indice de diversidade (H; Figura 25), indice
de dominéancia (S; Figura 26), indice de eqtitabilidade (E; Figura 27). O valor do
R das amostras de solo argiloso tratado com biossdélido da ETE-Franca, na
primeira época de amostragem (30 dias apds o plantio de milho), ndo foi
alterado com a aplicagdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™' de biossélido
(7). Com a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™ ocorreu uma
diminuicdo (7-3), elevando-se posteriormente para 7 com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 96 Mg ha™'. O valore de H aumentou muito pouco 2,3-
2,4, com a aplicagao de quantidade equivalente a 6 Mg ha™' de biossélido,
diminuindo posteriormente para 1,8 com a aplicacao de quantidade equivalente
a 24 Mg ha™', aumentando para 2,8 na dose mais alta (96 Mg ha'). O S dessa
comunidade de Bacteria, decresceu apds a aplicacdo. de quantidade
equivalente a 6 Mg ha™' de biossélido (0,25-0,22), aumentando ap6s a aplicagéo
de quantidade equivalente a 24 Mg ha™ para 0,29. Com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 96 Mg ha™ o valor de S foi de 0,18. A variagdo do E
foi de 0,81 para 0,80.com a aplicagdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™.
Com a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™, o valor de E foi de
0,86, valor que se manteve na dose mais alta. Na segunda época de coleta (60
dias apds o plantio de milho), em solo argiloso, a comunidade de Bacteriateve .
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Figura 24 - indices de diversidade dos amplicons da regido V1-V3 do rDNA
16S. Riqueza de espécies (S) em solo argiloso (ARG) ou arenoso
(ARE), em fungdo da dose de biossdlido adicionada, avaliada 30
(1) e 60 (2) dias apds o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossdélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adigdo de biossdlido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha’
- Dose 4, 96 Mg ha'1; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossdlido Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha™'. A e B, 30 dias apds o plantio de milho; C e D, 60 dias apés o
plantio de milho.
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Figura 25 - indices de diversidade dos amplicons da regido V1-V3 do rDNA
16S. indice de Shannon-Weaver (H) em solo argiloso (ARG) ou
arenoso (ARE), em fungdo da dose de biossdlido adicionada,
avaliada 30 (1) e 60 (2) dias apds o plantio de milho. Os valores de
S foram calculados a partir dos dados de abundéncia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adicdo de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha’
' Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha™'. A e B, 30 dias apés o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o
plantio de milho.
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o valor de R inalterado apés a aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™
(14), diminuindo com a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™ (10),
aumentando novamente apés a aplicagdo de quantidade equivalente a 96 Mg
ha' de biossdlido (14). A diversidade (H) diminuiu até a aplicacdo de
quantidade equivalente a 24 Mg ha™ (3,0-2,8), aumentando com a aplicacdo de
quantidade equivalente a 96 Mg ha™ (3,6). A dominancia (S), diminuiu com a
aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ (0,20-0,16) mantendo este
valor apds a aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™'. Na dose mais
alta (96 Mg ha™) o valor do indice de dominancia foi de 0,095. O E diminuiu
com a aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha' de biossélido,
aumentando posteriormente até a aplicacdao de quantidade equivalente a 96 Mg
ha™. Os valores do indice de dominancia sofreram as maiores alteracdes em
ambas épocas de coleta.

Na comunidade de Bacteria do solo arenoso o R aumentou conforme
foi aumentada a dose de biossdlido de Franca, aplicado na primeira
amostragem. O H e E decresceram com a aplicacdo de quantidades
equivalentes a 6 e 96 Mg ha™ de biossélido. Com a aplicacdo de quantidade
equivalente a 24 Mg ha™' ocorre um pequeno aumento nestes valores. O S
aumenta apds aplicacdo de quantidade equivalente a 6 Mg ha™ de biossdélido e
diminui sensivelmente apés aplicacdo de quantidade equivalente a 24 Mg ha™
sem alteracdo do valor com a aplicagdo de quantidade equivalente a 96 Mg ha’
'. A dominancia (S), diminuiu conforme o aumento das doses de biossélidos.
Com as pequenas variacdes detectadas nas andlises dos indices de
diversidade obtidos a partir dos dados obtidos de amostras amplificadas com os
iniciadores BA63fGC e UN518r, ndo ocorreram alteracbes na estrutura das
comunidades de Bacteria com o tempo de incubagcéo. Em solo argiloso, com o
biossdlido de Barueri, a comunidade de Bacteria, com aplicacdao de quantidade
equivalente a 31 Mg ha™ de biossélido, teve os valores de R e H aumentados,
sendo posteriormente diminuidos até a aplicagdo de quantidades equivalentes a
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62 e 124 Mg ha™'. O S diminui com a aplicagdo de quantidade equivalente a 31
Mg ha™ de biossdlido e aumenta até a aplicagdo de quantidades equivalentes a
62 e 124 Mg ha™'. O E aumentou com a aplicagdo de quantidade equivalente a
31 Mg ha' de biossélido, mantendo o mesmo valor até a aplicacdo de
quantidades equivalentes a 62 e 124 Mg ha™'. Na segunda época de coleta, o R
e o H, diminuiram com a aplicacdo de quantidades equivalentes a 31 e 124 Mg
ha™' de biossdlido. Com a aplicagdo de quantidade equivalente a 62 Mg ha™,
houve um pequeno aumento. O S ndo se alterou com a aplicacdo de
quantidades equivalentes a 31 Mg ha' e 62 Mg ha”', sendo menor apds a
aplicacdo de quantidade equivalente a 124 Mg ha™ de biossélido. O S diminuiu
e o E se mantiveram com a aplicacdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™,
aumentando em seguida com a aplicacao de quantidade equivalente a 124 Mg
ha' de biossélido. O E ndo se alterou com a aplicagdo de quantidade
equivalente a 62 Mg ha’ mas diminuiu com a aplicacdo de quantidade
equivalente a 124 Mg ha™' de biossélido. Na segunda coleta, o R aumentou com
a aplicagdo de quantidade equivalente a 31 Mg ha™, caindo seu valor até a
maior dose (124 Mg ha™' de biossdlido). O H decresceu, conforme aumentou a
dose de biossdlido. O valor de S variou de 0,20 para 0,42, ap6s a aplicagcdo de
quantidade equivalente a 31 Mg ha™, reduzindo em seguida para 0,28 (106,2
Mg ha™) e finalmente na tltima dose 0,36 (124 Mg ha™ de biossélido). O E
diminuiu com a aplicacdo de quantidades equivalentes a 31 Mg ha™ e 124 Mg
ha™ de biossdlido. A incubagdo do solo por 60 dias antes do plantio do milho,
permitiu que a matéria organica adicionada com o biossdlido, em altas doses,
ainda estivesse disponivel, favorecendo o crescimento de espécies microbianas
ou induzindo populagdes do solo, demonstrando uma tendéncia similar a que foi
observada anteriormente, porém, com menor sensibilidade.
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Figura 26 - indices de diversidade dos amplicons da regido V1-V3 do rDNA
16S. indice de dominancia de Simpson (D) em solo argiloso (ARG)
ou arenoso (ARE), em fungdo da dose de biossodlido adicionada,
avaliada 30 (1) e 60 (2) dias apds o plantio de milho. Os valores de
S foram calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossélido da ETE-Franca: Dose
1, sem adicdo de biossdlido; Dose 2, 6 Mg ha™; Dose 3, 24 Mg ha’
" Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossélido Dose 2, 31 Mg ha™; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha™'. A e B, 30 dias apds o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o
plantio de milho.
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Figura 27 - indices de diversidade dos amplicons da regido V3 do rDNA 168S.
indice de equitabilidade (E) em solo argiloso (ARG) ou arenoso
(ARE), em funcé@o da dose de biossdlido adicionada, avaliada 30
(1) e 60 (2) dias apds o plantio de milho. Os valores de S foram
calculados a partir dos dados de abundancia relativa dos
amplicons. A, solos tratados com biossolido da ETE-Franca: Dose
1, sem adigédo de biossélido; Dose 2, 6 Mg ha™'; Dose 3, 24 Mg ha’
' Dose 4, 96 Mg ha'; ETE-Barueri: Dose 1, sem adicdo de
biossdlido Dose 2,31 Mg ha'; Dose 3, 62 Mg ha™'; Dose 4, 124 Mg
ha™. A e B, 30 dias apds o plantio de milho; C e D, 60 dias apds o
plantio de milho.
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A associacdo entre solo e microrganismo € um importante
componente do sistema solo-planta-atmosfera e pode ser severamente afetado
por fatores abidticos. Quando o sistema atinge o seu maior nivel de
tamponamento, é necessario um choque muito grande para modificar a
estrutura das populacdes microbianas. Solos arenosos, com baixo conteudo de
matéria organica, ndo apresentam um sistema ideal a nivel de tamponamento.
Sendo assim, sd0 mais suscetiveis aos disturbios, principalmente quando
outros fatores estdao associados. Ou seja, durante o desenvolvimento do milho,
os exsudatos de raizes das plantas podem produzir alteragcdes na constituicao
de microrganismos. As mudancas observadas na estrutura da comunidade de
Bacteria e indices de diversidade foram transientes, provavelmente, devido a
baixa concentracdo de metais pesados e a capacidade do solo em imobilizar
estes, minimizando seus efeito. Isso demonstrou a alta resiliéncia do sistema,
devido a versatilidade da comunidade.

As medidas da diversidade tém extensivamente usadas para estimar
os efeitos adversos da poluicdo e disturbios ambientais, e portanto os efeitos
causados por biossdlidos com metais pesados. A aplicacdo de conhecimentos
sobre o impacto de atividades antropogénicas na diversidade microbiana pode
ajudar ndo somente a melhorar as praticas de manejo atuais, mas também,
pode contribuir para um maior conhecimento sobre a estrutura da comunidade e
como esta se relaciona com as praticas de manejo adequadas a um
desenvolvimento sustentavel.

4.2.5 Seqlienciamento

A identificacé@o e caracterizacgao filogenética de microrganismos nao-
cultivaveis podem ser feitas com a reamplificacdo dos amplicons recuperados
dos géis de DGGE e seqiienciados diretamente ou apds a clonagem. A andlise
das seqléncias obtidas para determinagcdo de homologia com outras
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seqliéncias armazenadas em bancos de dados foi feita através do programa
BLAST ("Basic Local Aligment Search Tool - National Center for Biotechnology
Information"), pela Internet (http://www.ncbi.nih.gov).

Quatro amplicons foram isolados dos géis (Figura 10 e 12), dos
quais, somente o primeiro € que foi clonado. As seqiéncias referentes aos
amplicons 2, 3 e 4, foram obtidas a partir do seqienciamento direto (Tabela 14).
Os amplicons 1 e 2 referem-se aos DNAs isolados do gel de DGGE das
amostras coletadas apds 30 dias do plantio de milho. Ja, os amplicons 3 e 4,
foram isolados do gel de DGGE das amostras coletadas apés 60 dias do plantio
de milho. Os amplicons 1, 2 e 3 foram detectados nas amostras que receberam
o biossdlido da ETE-Franca, e o amplicon 4, foi detectado em todas as
amostras. Estes quatro amplicons foram selecionados para seqénciamento por
estarem no gel em maior intensidade, o que permitiu a melhor recuperacéo do
DNA.

Amplicons diferenciais, em solos sob impacto de metais pesados
foram observados provavelmente pelas alteragcdes causadas pelo biossélido na
estrutura do solo, bem como, a introducao de espécies presentes no biossdlido.
Estes amplicons foram detectados preferencialmente nas amostras que
receberam biossélido da ETE-Franca, indicando que o biossélido da ETE-
Barueri, provavelmente, foi mais téxico para comunidade de Bacteria, devido ao
seu alto conteido de metais pesados. As sequéncias de nameros 1, 2 e 3,
estdo relacionadas com Streptococcus thermophilus, bactéria nao-cultivavel
TA7, bactéria isolada de solo agricola, com valores de homologia de 83, 88 e
81%, respectivamente. Os amplicons sequlienciados pertencem as amostras de
solo arenoso tratado com quantidades equivalentes a 24 e 96 Mg ha” do
biossélido da ETE-Franca e 62 Mg ha™' do biossélido da ETE-Barueri.
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Tabela 14. Nivel de similaridade das seqiiéncias de nucleotideos dos amplicons
da regido V3 do rDNA 16S de Bacteria, com seqiéncias homdlogas
de varios organismos em bancos de dados, identificados pela
comparagéo das sequéncias no programa BLAST

AMPLICON  ORGANISMO RELACIONADO  SIMILARIDADE VALORE

1 Streptococcus therrhbphilus 83% 3.10%®
sequliéncia parcial

2 bacteria néo cultivavel TA7 88% 210"
~ sequiéncia parcial

3 bactéria isolada de solo agricola 81% 5.10"2
sequiéncia parcial

4 Mycobacterium kubicae 16S rRNA, 92% 3.10%
- seqgliéncia parcial
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O amplicon de numero 4, apresentou 92% de homologia com Mycobacterium.
Este género é comumente encontrado em solos, juntamente com
Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas e outros (Tsai et al.,
1992). Isso demonstra a p'oténcialidade das técnicas moleculares, que utilizam
o DNA ou RNA, como fonte de mformagao para obter dados sobre aiteragoes
das comunidades em estudos de ecologia.

Grandes proporcdes de: bactérias - Gram-positivas podem - ser
encontradas no solo 'utilizando substratos disponibilizados ﬁelas plantas. O
género StreptoCoccus pode estar presente numa jgrand'e variedade de habitats.
Solos tratados com biossdlidos podem ter alteracdes devido a presenca de
organismos, especnalmente patégenos, nestes residuos. A permanéncia destes
organismos introduzidos no solo dependera da sua capacndade de competngao
com os antagonistas. Picard et al. (2000) analisaram a'biodivers'idade de
bactérias produtoras de um promotor de crescnmento presente na rizosfera de
milho durante seus estagios de desenvolvimento. Os resultados obtldos
mostram que uma alta variancia molecular foi obs,ervada com a técnica de
RAPD, demoristrando a diversidade genética’ nesta popplagéo e sua funcéo
com o estagio de desenvolvimento da planta. Cbntu'dd, as bactérias prbdutoras
de 24-d|acetllflorog|ucmol ‘estdo presentes; em tOdos 6s .estagios . de
desenvolvimento do milho em- denS|dades varladas Entre as ‘espécies
identificadas, foram formados d0|s grupos: o pnmelro formado por varios
géneros de Pseudomonas ‘e no segundo estao presentes Enterobacter,
Klebisiela pneumonlae e Escherichia coli. ’

As seqt']_éncias obtidas, bem com(j as 'qUe foram hbmc’)logas a _elas,
foram alinhadas e um ,dendogramafgerado, pela -as'soCiagéo por vizinhanga
("Neighbor-joining") , com o auxilio do pacote de programa Phylip, pela Internet
(http://rdp.cme.msu.edwhtml/phylip). Quando as seqiiéncias foram comparadas
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com 0 banco de dados os valores de similaridade obtidos foram baixos, mesmo
assim, os relacionamentos podem ser vistos na Figura 28.

clone RF16
—————Fibrobacter intestinalis sir. JG1

————————Amplicon2 .seq
| e -;—Amplucon&seq

Amplicon4.seq

Mycobacterium.ixt
Mycobacterium intetfiectum sir. 4185/92 DSM 44064 T
Mycobacterium interjectum sh. patient 2
Mycobacterium interfjectum st. patient 3
Micromonospora Y10 sir. Y10
Micromonospora fulvoviolaceus str. DSM 43905
-—-——clone TRA2-10
L sh. DhA-73

1—‘ Pseudomonas.txt

Pseudomonas putida NCIMB 9816
Pseudomonas jessenii CIP 105274
sir. S2
-Myxococcus stipitatus sir. Mx s33
— —['Sﬁgmo’rello erecta sir. Pd e3
Stigmatella erecta st Pd e19

[

Scale: T

Figura 28 - Relagdes filogenéticas entre os amplicons sequenciados e as
sequéncias depositadas no GenBank '



5 CONCLUSOES

As andlises dos dados e a interpretacdo dos resultados nesse
trabalho permitiram apontar as seguintes conclusées:

- A estrutura de comunidade de Bacteria do solo tratado com biossdlido com
baixa concentracdo de metais pesados pode ser alterada temporariamente;

- A estrutura da comunidade de Bacteria foi alterada com a aplicagdo de
biossdlidos com altas concentragdes de metais pesados, porém os efeitos do-
distarbio causado foram minimizados com aumento do tempo de incubacéao;

- A estrutura da comunidade de Bacteria em solo arenoso foi mais sensivel a
aplicacao de altas concentrac6es de metais pesados.
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