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DIVERSIDADE FUNCIONAL, GENÉTICA E ESTRUTURAL DE MIC RO-

ORGANISMOS DO SOLO APÓS 13 ANOS DE APLICAÇÕES ANUAI S DE LODO 

DE ESGOTO SOB CULTURA DE MILHO 

 

RESUMO - As estações de tratamento de esgoto geram milhões de toneladas 

de resíduos em diferentes municípios brasileiros. Dentre as possíveis formas de 

utilização do lodo de esgoto destaca-se a sua utilização agrícola. Este estudo 

objetivou avaliar o efeito da aplicação de lodo de esgoto (LE) na comunidade 

microbiana de solos tratados com este resíduo por 13 anos em condições 

brasileiras. Os experimentos de campo foram conduzidos em LATOSSOLO 

VERMELHO eutroférrico típico (LVef) e em LATOSSOLO VERMELHO distrófico 

típico (LVd). Os tratamentos (doses de lodo de esgoto acumuladas ao longo dos 13 

anos) foram: T1= 0,0 t ha-1 (adubação mineral); T2= 65 t ha-1; T3= 160 t ha-1 e T4= 

207,5 t ha-1. As amostras de solo foram coletadas aos 65 dias após semeadura do 

milho. Foram quantificadas nas amostras de solo a população microbiana e sua 

diversidade metabólica. Métodos moleculares independentes de cultivo PCR-DGGE, 

clonagem e sequenciamento também foram utilizados. A aplicação de lodo de 

esgoto resultou em baixo efeito sobre as populações microbianas do solo (fungos, 

bactérias, actinomicetos) em LVef e LVd. As maiores densidades bacterianas foram 

observadas em LVef solo não rizosferico (SN), já as maiores densidades fúngicas 

foram em solo rizosferico (SR). Em LVd SN o tratamento com 20 t ha -1 apresentou a 

maior densidade fúngica, enquanto as maiores densidades bacterianas foram 

observadas nos tratamentos com 0, 5 e 20 t ha -1. O número de substratos utilizados 

em LVef foi maior em SR.  Em LVd ocorreram diferenças em SR (10 e 20 t ha -1)  e 

SN (0, 5 e 10 t ha -1). A soma da atividade de utilização dos substratos variou 

conforme o tempo de incubação, dose de LE aplicada e tipo de solo. Quanto aos 

valores de diversidade metabólica (índice de Shannon, H), número de substratos 

utilizados, equitabilidade (E), e atividade total da população microbiana foram 

detectadas diferenças apenas para alguns tratamentos. Alguns amplicons estavam 

presentes na maioria dos tratamentos. Com base nos perfis de DGGE grupos foram 

formados a partir de 47% de similaridade estendendo-se até a formação de 1 grupo 

com 100% de similaridade. Quanto aos valores de diversidade, riqueza e 
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equitabilidade, gerados de acordo com padrão de amplicons de cada amostra foram 

detectadas diferenças para as variáveis em LVd somente em SN. Não foi observada 

diferença em LVef para as variáveis analisadas. Adição de LE promove a 

diversidade funcional da população microbiana do solo em LVef e LVd. A utilização 

de lodo de esgoto não influenciou negativamente a comunidade fúngica nos solos 

estudados após 13 anos de aplicação. A técnica da PCR-DGGE foi eficiente na 

identificação da estrutura de comunidades fúngicas. 

 

Palavras - chave:  micro-organismos do solo, diversidade, bioindicadores, ecologia 

microbiana, DNA. 
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FUNCTIONAL DIVERSITY, GENETICS AND STRUCTURAL OF MI CRO-

ORGANISMS SOIL AFTER 13 YEARS OF ANNUAL APPLICATION S OF SEWAGE 

SLUDGE TO MAIZE  

 

SUMMARY - Sewage treatment plants generate millions of tons of sewage 

sludge in different municipalities. Among the possible ways of using sewage sludge 

highlights the agriculture. This study aimed to evaluate the effect of sewage sludge 

(SS) on the microbial community of a soil treated with this residue for 13 years under 

Brazilian conditions. Field experiments were conducted in two soils type, Eutrustox  

(LVef) and Typic Hapludox (LVd). Treatments (doses of sewage sludge accumulated 

over 13 years) were: T1 = 0.0 t ha-1 (chemical fertilizer), T2 = 65 t ha-1, T3 = 160 t 

ha-1 and T4 = 207.5 t ha-1 (dry basis). Soil samples were collected at 65 days after 

maize sowing. Soils samples were quantified for microbial populations and their 

metabolic diversity. Culture independent molecular methods PCR-DGGE, cloning 

and sequencing were also used. Sewage sludge caused little effect on soil microbial 

populations (fungi, bacteria, actinomycetes) in the two soils. The highest bacterial 

densities were observed in LVef non-rhizosphere soil (NRS) and the greatest fungal 

densities was observed in rhizosphere soil (RS)). In LVd the treatment that received 

207.5 t ha-1 sewage sludge showed the highest fungal density in NRS, while the 

highest bacterial densities was observed in the treatments that receive 0, 5 and 20 t 

ha -1. The number of substrates used by microorganisms in LVef was higher in RS. In 

LVd differences occurred in SR (10 e 20 t ha -1) and SN (0, 5 e 10 t ha -1). The sum of 

substrate usage activity varied according to the incubation time, dose of SS and soil 

typel. Only some treatments differed in relation to metabolic diversity (Shannon 

index, H), number of used substrates, evenness (E), and total activity of the microbial 

population. Some amplicons were present in most treatments. The visualization of 

amplicons in different positions in DGGE profiles is indicative of new OTUs 

(operational taxonomic units) and groups were formed with 47% of similarity or even 

100% of similarity in one group. Differences in relation to  of diversity, richness and 

evenness according to the standard amplicons generated for each sample were 

found only in LVd for NRS samples while no differences were observed in LVef. The 

addition of SS promoted the functional diversity of soil microbial population in LVef 
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and LVd but did not affect the fungal community  after 13 years of annual application 

of the residue. The PCR-DGGE analysis was effective in identifying the structure of 

fungal communities. 

 

Keywords: soil microorganisms, diversity, bioindicators, microbial ecology, DNA. 
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CAPÍTULO 1. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

A utilização de Lodo de esgoto (LE) proveniente de Estações de Tratamento 

de Esgotos (ETEs) em solos agrícolas e/ou florestais vem aumentando 

consideravelmente nos últimos tempos, tanto como uma forma de disposição destes 

materiais, como uma maneira de se reciclar uma importante fonte de nutrientes, 

principalmente N e P. Desta forma, o lodo de esgoto (biossólido) vem sendo usado 

em uma grande variedade de culturas, como o milho, o trigo, a cana-de-açúcar e o 

arroz, dando bons resultados na produtividade quando comparados com os 

fertilizantes minerais.  

Os micro-organismos do solo são essenciais para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas. Eles são responsáveis pela ciclagem de nutrientes, 

decomposição da matéria orgânica, auxiliam as plantas na solubilização e absorção 

de nutrientes, são responsáveis pela fixação biológica de nutrientes (N), entre outras 

funções. O lodo de esgoto é uma fonte importante de nutrientes para os micro-

organismos do solo. No entanto, o lodo de esgoto pode conter metais pesados 

passíveis de ocasionar a contaminação do solo. Alguns metais, apesar de 

micronutrientes essenciais para plantas e micro-organismos, podem ser tóxicos em 

altas concentrações. Sendo assim, é necessário avaliar o efeito da adição de lodo 

de esgoto e possíveis metais pesados na comunidade microbiana do solo. 

Efeitos adversos de metais pesados nos micro-organismos do solo podem 

alterar a qualidade do solo, principalmente no que se refere à ciclagem de 

nutrientes. Estudos recentes reportam sobre os efeitos da aplicação de lodo de 

esgoto (biossólidos) nas atividades microbianas básicas, principalmente sobre a 

mineralização de C e N. Os resultados gerados são, normalmente, contraditórios ou 

até mesmo discrepantes, em virtude de condições ambientais e tipo de solo. O que 
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indica a necessidade de realização de novos estudos principalmente com solos em 

condições tropicais como as brasileiras. 

A contaminação do solo por metais ocasiona uma alteração na comunidade 

microbiana, selecionando organismos tolerantes. Algumas espécies podem ser 

eliminadas, enquanto outras aumentam em abundância. Esta substituição de 

espécies nem sempre reflete alterações nas funções bioquímicas ou biomassa 

microbiana do solo. Assim, torna-se necessário estabelecer indicadores confiáveis 

que sejam sensíveis a estresses ambientais. Os indicadores microbiológicos 

regulam os processos ecológicos do solo e refletem as condições de manejo atuais. 

Desta maneira, são úteis para determinação dos efeitos positivos ou negativos sobre 

a qualidade do solo e a sustentabilidade das práticas agrícolas. 

O impacto da aplicação de lodo de esgoto em solos agrícolas pode ser melhor 

compreendido, também, com a determinação de alterações na diversidade 

metabólica dos micro-organismos. Poucos são os dados sobre alterações da 

diversidade metabólica dos micro-organismos dos solos brasileiros, mas, aliados a 

outras variáveis, podem ser úteis para avaliar o impacto causado pela utilização 

agrícola de lodos de esgoto de ETEs. Tanto análises de tamanho e atividade, quanto 

de estrutura das comunidades microbianas, podem trazer grande contribuição para a 

geração de índices de qualidade biológica de solos, que podem ser utilizados para o 

monitoramento da aplicação agrícola de biossólidos. 

No presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito da aplicação de biossólidos 

na comunidade microbiana de solos tratados com lodo de esgoto em um período de 

13 anos em condições brasileiras, buscando informações para o estabelecimento da 

legislação para a regulamentação do uso deste resíduo na agricultura, obtendo-se 

informações importantes sobre os processos ecológicos e a sustentabilidade deste 

sistema. 
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2. RESÍDUOS ORGÂNICOS 

 

Resíduo orgânico é todo produto proveniente de origem vegetal, animal, 

urbano ou industrial que apresente elevados teores de componentes orgânicos. Os 

resíduos orgânicos são constituídos por três principais grupos de componentes, 

água, matéria orgânica e matéria mineral, também denominada matéria inorgânica 

(KIEHL, 1985). A incorporação de resíduos orgânicos ao solo pode trazer benefícios 

à planta pela melhoria das propriedades químicas e físicas do solo pelo fornecimento 

de nutrientes, aumento da capacidade de troca de cátions e aumento do poder 

tampão do solo (COSTA, 1994). Dentre os resíduos orgânicos adicionados ao solo 

como fonte de nutrientes para as plantas, destaca-se a vinhaça, resíduos de 

curtume, resíduos petroquímicos, lodos de estações de tratamentos de efluentes, 

compostos de lixo urbano, esterco de animais, farinha e tortas de origem vegetal 

(MEURER, 2000). A decomposição dos resíduos orgânicos libera C orgânico e 

elementos essenciais como N, P, Ca, Mg, entre outros. A utilização de resíduos 

orgânicos provenientes de estações de tratamentos de efluentes e compostos de 

lixo urbano aumenta a população microbiana e taxa de mineralização de N no solo 

(TIAN ET AL., 2008). Porém, um fator agravante diz respeito ao seu descarte, que 

muitas vezes é feito diretamente nos cursos d’água e no solo, sem o mínimo 

cuidado. Tal situação tem sido motivo de preocupação, tendo em vista a 

incapacidade do meio em absorvê-los. Por esse motivo, é crescente o interesse na 

utilização do solo como meio alternativo para auxiliar no controle da poluição 

ambiental causada pelo descarte inadequado. Essa prática é viável devido à 

capacidade dos micro-organismos juntamente com os coloides do solo em decompor 

compostos e resíduos orgânicos e inativar diversos íons e compostos orgânicos do 

solo por adsorção, complexação ou precipitação (MEURER, 2000).  
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3. LODO DE ESGOTO 

 

O lodo proveniente das estações de tratamento de esgoto quando processado 

de modo a permitir seu uso agrícola de forma segura e adequada passa a se chamar 

biossólido (TSUTIYA, 2000). A composição química do lodo de esgoto é bastante 

variável, pois depende de muitos fatores, entre os quais a sua origem, o local e a 

época do ano de sua coleta, além do tipo de tratamento ao qual foi submetido 

(MELO & MARQUES, 2000).  

Os biossólidos contêm matéria orgânica, macro e micronutrientes que 

exercem um papel fundamental na manutenção da fertilidade do solo também 

provocando impacto direto no desenvolvimento e rendimento das plantas, sendo 

geralmente sua aplicação altamente benéfica. Além disso, a elevada quantidade de 

matéria orgânica contida no biossólido pode aumentar o conteúdo de húmus que 

melhora a capacidade de armazenamento e de infiltração da água no solo, 

aumentando a resistência dos agregados e reduzindo a erosão, facilitando a 

penetração das raízes e a vida microbiana. A matéria orgânica fornece nutrientes 

para a planta e para os organismos do solo e atua como condicionador do solo, 

melhorando suas características físicas, químicas e biológicas que em geral afeta 

positivamente o desenvolvimento das plantas. A presença destes elementos nos 

lodos depende do esgoto que lhe deu origem e do processo de tratamento de esgoto 

e do lodo (MELFI & MONTES, 2001; TSUTIYA, 2001). 

A utilização agrícola de biossólidos é uma tecnologia aceitável, tanto como 

disposição de resíduos como de enriquecimento do solo. A aplicação de biossólidos 

no solo geralmente promove um aumento na fertilidade, devido à mineralização da 

matéria orgânica, estimula a atividade microbiana e ainda ocasiona uma melhoria 

nas características físicas ao reduzir a densidade, aumentar a porosidade e 

estabilizar os agregados (BETTIOL & CAMARGO, 2001).  
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A definição de critérios seguros para a implementação da aplicação de 

biossólidos no solo, se refere principalmente à lixiviação de nitrato (BUCHANAM & 

GLISSMAN, 1991) e a mobilidade dos metais pesados. Os metais pesados contidos 

nos biossólidos podem alcançar níveis tóxicos no solo e ser transferidos para a 

cadeia trófica. No solo, reações de adsorção, complexação, oxidação-redução e 

precipitação controlam a disponibilidade e solubilidade dos metais. A disponibilidade 

destes elementos, na forma catiônica, depende do pH do solo. Os biossólidos são 

uma das maiores fontes de metais em solos agrícolas. Apesar de essenciais para as 

atividades microbianas, em concentrações excessivas podem causar toxicidade, 

inibindo atividades enzimáticas essenciais, e alterar a estrutura das comunidades 

microbianas (TORSVIK ET AL., 1998; LEITA ET AL., 2004; VAL MORAES ET AL., 

2011; BORJESSON ET AL., 2012). 

 

3.1 USO AGRÍCOLA DO LODO DE ESGOTO 

 

Os solos brasileiros são na sua maioria ácidos e distróficos, apresentam 

baixos níveis de matéria orgânica do solo (MOS), que tendem a diminuir mais ainda 

em função da intensiva exploração agrícola. Logo, a recuperação da fertilidade dos 

solos tropicais está intrinsecamente associada à elevação dos teores da MOS. 

Nesse sentido, novas práticas de manejo agrícola que visam aumentar os teores de 

MOS têm sido difundidas, contribuindo para a melhoria dos atributos físicos, 

químicos e biológicos de solos e dos agroecossistemas a eles associados. 

Características químicas e biodegradabilidade da matéria orgânica (MO) lábil, 

principalmente derivada da biomassa microbiana e de produtos da biodegradação 

de resíduos orgânicos são bons indicadores da qualidade do solo (MACDONALD ET 

AL., 2007).  

O uso agrícola de lodos de esgoto como biossólidos reduziu em cerca de 25% 

o custo relacionado ao destino final desse material, em relação a disposição em 
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aterros sanitários (TAVARES, 2003). A disposição em aterros sanitários ou 

exclusivos, bem como a incineração, requer tecnologias sofisticadas e podem 

apresentar alto custo por tonelada tratada (GONÇALVES & LUDUVICE, 2000). Além 

de representar benefício econômico, o uso agrícola de biossólidos representa 

benefício ecológico, pelo retorno ao campo de parte da MO, nutrientes e energia, 

exportados para os centros urbanos (POGGIANI ET AL., 2000), e benefício social 

pela possibilidade de aumento da produtividade das culturas e menor impacto 

negativo sobre o meio, esta última em comparação às outras opções de descarte do 

resíduo. Em solos tropicais muito intemperizados, onde a capacidade de troca 

catiônica (CTC) é extremamente dependente da MO, o uso agrícola de biossólidos é 

ainda mais atrativo (MELO ET AL., 1994).  

Em áreas agrícolas, a utilização de lodo de esgoto tem sido amplamente 

recomendada, tanto como fonte de nutrientes quanto como condicionador de solos, 

proporcionando aumento nos teores de MOS, CTC, pH, aumento na capacidade de 

retenção de água e estabilidade de agregados do solo e incremento na produção de 

grãos de milho (PAUL & CLARCK, 1996; KHAN & SCULLION, 2000; DIAS ET AL., 

2007; MELO ET AL., 2007; BORJESSON ET AL., 2012; YANG ET AL., 2012;). O LE 

apresenta em sua composição diversos poluentes, como metais pesados e 

organismos patogênicos ao homem (BETTIOL & CAMARGO, 2001). No entanto, a 

disponibilidade de metais pesados no solo e seu efeito sobre a microbiota, 

dependem tanto da quantidade quanto da qualidade da matéria orgânica adicionada 

(BANERJEE ET AL., 1997). Em estudos realizados em solos brasileiros, a aplicação 

de LE não afetou o teor de Ni no solo, mas houve acúmulo de Ni em folhas e colmos 

e não nos grãos (NOGUEIRA ET AL., 2009). 

A MO do lodo e a do solo podem atuar na complexação de metais, reduzindo 

a sua disponibilidade em curto prazo e, conseqüentemente, a sua toxicidade (LO ET 

AL., 1992). A ausência de efeitos prejudiciais da aplicação de lodo contendo metais 

pesados, em curto prazo, não é garantia de que efeitos prejudiciais sobre as 
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atividades e comunidades microbianas não venham a ocorrer posteriormente 

(WITTER ET AL., 1994; BUENO ET AL., 2011; GE E ZHANG, 2011; PAN E YU, 

2011; FRANCO-OTERO, 2012).  

Assim, a utilização de LE em solos agrícolas deve ser continuamente 

monitorada e planejada adequadamente. Isso se torna ainda mais premente nas 

áreas que recebem por longo tempo aplicações elevadas de lodo, em razão de esse 

resíduo conter moléculas orgânicas de grande persistência no ambiente, que podem 

ser prejudiciais aos micro-organismos do solo. A utilização de altas doses de 

biossólidos pode aumentar o potencial de impacto ambiental, devido à presença de 

espécies químicas tóxicas, implicando em modificações na diversidade biológica do 

solo e alterações de sua funcionalidade (WITTER ET AL., 1994; KHALIL ET AL., 

2011). A diminuição da diversidade microbiana no solo pode, resultar em diminuição 

da ciclagem de nutrientes e crescimento de plantas, muito embora a maioria das 

atividades microbianas apresente alto grau de redundância funcional. 

 

3.2 EFEITO DO LODO DE ESGOTO NA COMUNIDADE MICROBIA NA 

 

O lodo de esgoto, quando aplicado ao solo, causa alterações na estrutura e 

no funcionamento do agroecossistema, sendo a comunidade microbiana um dos 

componentes mais sensíveis, podendo ser utilizada como indicador da qualidade 

dos solos (DICK, 1994; GILLER ET AL., 1998; KHALIL ET AL., 2011). A aplicação de 

LE pode tanto estimular, devido ao aumento de carbono e nutrientes disponíveis, 

como inibir, devido à presença de metais pesados e outros poluentes, a atividade 

microbiana do solo (BAATH, 1989; GILLER ET AL., 2009; VAL MORAES ET AL., 

2011). Assim a aplicação de LE contendo Zn afetou negativamente a população de 

rizobio indígena de trevo branco (CHAUDRI ET AL., 2008). O comportamento da 

população microbiana depende da qualidade e da quantidade dos resíduos que 

estão sendo adicionados ao solo. Em alguns trabalhos a aplicação de LE aumentou 
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a atividade microbiana no solo (FERNANDES ET AL., 2005; MELO ET AL., 2007; 

ANTONIOUS, 2009; KIZILKAYA, 2009; BORJESSON ET AL., 2012; YANG ET AL., 

2012). Dessa forma, é indispensável em estudos sobre o uso agrícola do lodo de 

esgoto o conhecimento sobre as alterações nas comunidades e nas atividades 

microbianas do solo, uma vez que os micro-organismos têm vital importância e 

assumem diversas funções, como por exemplo, a de biorremediadores, na 

degradação de agentes poluidores.  

 

3.3 INDICADORES MICROBIOLÓGICOS 

 

As espécies da comunidade microbiana do solo respondem de modo distinto 

a eventos como a adição de matéria orgânica, revolvimento, cobertura do solo com 

palhada, compactação e aplicação de insumos, que estressam ou estimulam os 

microrganismos. Sendo assim a capacidade produtiva de um solo não depende 

unicamente de suas características físico-químicas, mas também da interação entre 

diversos fatores no sistema solo-planta-microbiota. O acompanhamento da 

qualidade do solo por meio de índices biológicos é de extrema ajuda para a gestão e 

sustentabilidade de solos que receberam a aplicação de lodo de esgoto 

(FERNANDES ET AL., 2005; GILLER ET AL., 2009). 

Os micro-organismos estão diretamente envolvidos nos ciclos dos nutrientes 

no solo e a quantificação de grupos importantes dá a indicação de como os 

processos estão ocorrendo (MOREIRA ET AL., 2010). Tem sido considerado um 

fator importante na sustentabilidade de ecossistemas a diversidade microbiana do 

solo. Tal diversidade pode ser definida como a variabilidade entre organismos vivos 

e geralmente é atribuída à diversidade de espécies; no entanto pode ser medida em 

vários níveis taxonômicos (família, gênero, intraespécies, etc.) ou ainda, em termos 

de características funcionais, metabólicas e genéticas (MOREIRA & SIQUEIRA, 

2006).  
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O funcionamento do ecossistema solo é largamente governado pela dinâmica 

da microbiota. O componente biológico é responsável pela formação do húmus, 

ciclagem de nutrientes, estrutura física e por muitas outras funções (LYNCH & 

BRAGG, 1985). A microbiota tem uma função essencial na decomposição da 

matéria orgânica. Reduções na sua diversidade ou abundância podem afetar a 

ciclagem de nutrientes (GILLER ET AL., 1998; MOREIRA ET AL., 2010). 

Os processos de mineralização do C e N-orgânico apresentam alto grau de 

redundância, isto é, diferentes populações de microrganismos podem, em diferentes 

condições ambientais, realizar esses processos. Assim a diminuição da atividade de 

uma população de microrganismos por alteração das condições ambientais poderá 

ser compensada pelo aumento da atividade de outra população, sem alteração 

significativa da atividade total da comunidade. Atividades apresentando alto grau de 

redundância dificilmente se correlacionam com alterações da qualidade do solo, 

embora esses parâmetros sejam úteis na determinação das taxas de degradação de 

materiais orgânicos no solo, como biossólidos (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). 

Reduções da diversidade metabólica de comunidades microbianas do solo 

têm sido frequentemente observadas após a adição de biossólidos de estações de 

tratamento de esgotos (ETEs) contaminados com metais pesados (BANERJEE ET 

AL., 1997; BUENO ET AL., 2011; GE & ZHANG, 2011; PAU E YU, 2011).  

A diversidade funcional microbiana compreende números, tipos, atividades e 

taxa de micro-organismos, que metabolizam diferentes fontes de carbono, 

constituindo-se num fingerprint característico das comunidades microbianas 

presentes no ambiente (GARLAND & MILLS, 1991). 

Métodos moleculares têm sido empregados com sucesso na obtenção de 

dados sobre diversidade da microbiota do solo, dentre eles temos a Eletroforese em 

Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE) (MUYZER & SMALLA, 1998). Esta técnica 

permite identificar polimorfismo nos fragmentos de DNA obtidos a partir de amostras 

de DNA da microbiota do solo amplificadas pela reação de PCR (Reação de 
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Polimerização em Cadeia) (MUYZER ET AL., 1993). Moléculas de DNA que se 

diferem em apenas uma única base podem ser separados em bandas distintas no 

gel de poliacrilamida. Diferentemente dos géis de agarose que separam as bandas 

de acordo com os tamanhos dos fragmentos, o DGGE separa pela diferença na 

sequencia do DNA genômico (MUYZER ET AL., 1993).  

Devido a habilidade em identificar polimorfimo no rDNA de amostras de DNA 

amplificadas via PCR com primers específicos, a técnica DGGE vem sendo utilizada 

nos estudos de diversidade genética entre diferentes comunidades de solo sob 

variadas condições. Efeito da adição de LE, incluindo lodos ricos em cádmio, cobre e 

zinco foram observados na composição da comunidade de fungos do solo usando-

se rDNA e rRNA em perfil de DGGE (ANDERSON, 2008). A adição do LE alterou os 

padrões de bandeamento em DGGE, no entanto não houve efeito adicional de 

aumento de concentrações de metais pesados no solo. Solos com adição de metais 

pesados podem ser caracterizados por uma comunidade diferente em riqueza e 

estrutura de populações de micro-organismos dominantes de um solo por meio da 

técnica PCR-DGGE (KOZDRKOJ & ELSAS, 2001). 

A caracterização da estrutura e função da microbiota de um solo tratado com 

LE pode contribuir gerando informações importantes sobre os processos ecológicos 

e a sustentabilidade deste sistema. 
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CAPÍTULO 2. BIOTA DO SOLO APÓS APLICAÇÃO DE LODO DE  ESGOTO POR 

13 ANOS CONSECUTIVOS 

 

RESUMO - As estações de tratamento de esgoto geram milhões de toneladas 

de resíduos em diferentes municípios brasileiros. Um dos grandes desafios é a 

utilização do resíduo gerado de forma que seja econômica e não cause prejuízos ao 

meio ambiente. Dentre as possíveis formas de utilização do lodo de esgoto destaca-

se a sua utilização agrícola como substituto de fertilizantes químicos. Objetivou-se 

neste trabalho avaliar a diversidade estrutural e funcional de micro-organismos do 

solo no 13º ano de cultivo de milho em área tratada com lodo de esgoto. Os 

experimentos de campo foram conduzidos em LATOSSOLO VERMELHO 

eutroférrico típico e em LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico. Os tratamentos 

(doses de lodo de esgoto acumuladas ao longo dos 13 anos) foram: T1= 0,0 t ha-1 

(adubação mineral); T2= 65 t ha-1; T3= 160 t ha-1 e T4= 207,5 t ha-1. As amostras de 

solo foram coletadas aos 65 dias após a semeadura do milho. Foram quantificadas 

nas amostras de solo a população microbiana e sua diversidade metabólica. A 

aplicação de lodo de esgoto resultou em baixo efeito sobre as populações 

microbianas do solo (fungos, bactérias, actinomicetos) em LVef e LVd. Foram 

encontradas diferenças apenas para as comunidades fungicas e bacterianas. Em 

LVef as maiores densidades bacterianas foram em SN (solo não rizosferico nas 

doses 5, 10 e 20 t ha -1 ), já as maiores densidades fungicas foram encontradas em 

SR (solo rizosferico 0, 5 e 20 t ha -1 ). Em LVd solo SN o tratamento que recebeu a 

dose de 20 t ha -1 apresentou a maior densidade fungica, enquanto as maiores 

densidades bacterianas foram observadas nos tratamentos que receberam 0,5 e 20 t 

ha -1. Quanto ao efeito SN ou SR na população microbiana não se detectou efeito 

significativo. O número de substratos utilizados em LVef foi maior em solo rizosferico 

com 20 t ha -1. Já em LVd ocorreram diferenças em solo rizosferico (0, 5 e 10 t ha -1) 

e não rizosferico (10 e 20 t ha -1). A soma da atividade de utilização dos substratos 
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variou conforme o tempo de incubação, dose de LE aplicada e tipo de solo 

amostrado. Não houve diferenças em LVef, SN. Diferenças foram observadas em 

LVef nos tratamentos que receberam a dose de 20 t ha -1 em SR. Para soma da 

atividade de utilização dos substratos em LVd, a maior atividade em SN foi 

observada nos tratamentos que receberam a dose de 10 t ha -1. O SR apresentou 

menores diferenças entre os tratamentos em comparação ao SN. Quanto aos 

valores de diversidade metabólica (índice de Shannon, H), número de substratos 

utilizados, equitabilidade (E), e atividade total da população microbiana de amostras 

de solo quantificada após 72h de incubação foram detectadas diferenças 

significativas apenas para alguns tratamentos. Adição de LE promove a diversidade 

funcional da população microbiana do solo em LVef (SR 20 t ha-1) e LVd ( SR 0, 5 e 

10 t ha-1 e SN 10 e 20 t ha-1). 

 

Palavras chave : micro-organismos do solo, diversidade, qualidade do solo, Zea 

mays. 
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BIOTA SOIL AFTER APPLICATION OF SEWAGE SLUDGE IN 13 YEARS 

CONSECUTIVE 

 

SUMMARY - Sewage treatment plants generate millions of tons of sewage 

sludge in different municipalities. A major challenge is the use that residues so that it 

does not cause economic and environmental damage. Among the possible ways of 

using sewage sludge highlights the agriculture. This study aimed to evaluate the  

effect of sewage sludge on the microbial structural and functional diversity of a soil 

treated with this residue for 13 years under Brazilian conditions. Field experiments 

were conducted in two soils type, Eutrustox  (LVef) and Typic Hapludox (LVd). 

Treatments (doses of sewage sludge accumulated over 13 years) were: T1 = 0.0 t 

ha-1 (chemical fertilizer), T2 = 65 t ha-1, T3 = 160 t ha-1 and T4 = 207.5 t ha-1. Soil 

samples were collected at 65 days after maize sowing. Soils samples were quantified 

for microbial populations and their metabolic diversity. Sewage sludge caused little 

effect on soil microbial populations (fungi, bacteria, actinomycetes) in the two soils. 

Differences were found only for fungal and bacterial communities. In LVef the 

bacterial densities were higher in NRS (non rhizosphere soil in doses 5, 10 and 20 t 

ha -1), since the highest densities were found in fungal RS (rhizosphere soil 0, 5 and 

20 t ha -1). In NRS LVd soil treatment that received the dose of 20 t ha -1 showed the 

highest fungal density, while the highest bacterial densities was observed in 

treatments with 0, 5 and 20 t ha -1. The number of substrates used in LVef was 

highest in RS soil with 20 t ha -1. Already in LVd differences occurred in the RS (0, 5 

and 10 t ha -1) and NRS (10 and 20 t ha -1). The sum of substrates usage activity 

varied according to the incubation time, dose of SS and soil types. In NRS there was 

no differences in Lvef soil. In RS differences were observed in the treatments that 

received a dose of 20 t ha -1. Total activity of the microbial was highest NRS on 

treatments that received the dose of 10 t ha -1 on LVd soil. The RS showed little 

differences between treatments in comparison to the NRS. The values of metabolic 
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diversity (Shannon index, H), number of substrates, evenness (E), and total activity of 

the microbial population of soil samples quantified after 72h incubation significant 

differences were detected only for some treatments. Adding SS promotes functional 

diversity of soil microbial population in LVef (SR 20 t ha-1) and LVd (NRS 0, 5 and 10 

t ha-1 and NRS 10 e 20 t ha-1). 

 

Keywords: soil microorganisms, diversity, soil quality, Zea mays. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O uso agrícola do lodo de esgoto (LE) como adubo orgânico é considerado 

uma alternativa promissora para disposição final deste resíduo. Além de representar 

benefício econômico seu uso representa benefício ambiental e social pela 

possibilidade de aumento da produtividade de culturas e menor impacto negativo 

sobre o ambiente (POGGIANI ET AL., 2000). Em solos tropicais muito 

intemperizados, onde a capacidade de troca catiônica (CTC) é extremamente 

dependente da matéria orgânica, o uso agrícola do LE é ainda mais atrativo (MELO 

ET AL., 1994). Um LE típico apresenta em torno de 40% de matéria orgânica (MO), 

4% de N, 2% de P e demais macro e micronutrientes (MELO ET AL., 2004). Em 

áreas agrícolas, a utilização de LE tem sido amplamente recomendada, tanto como 

fonte de nutrientes quanto como condicionador de solos. 

Por este fato a obtenção de mais informações se faz necessária para que se 

tenha conhecimento a respeito dos impactos oriundos da utilização do LE e dos 

seus efeitos sobre a estrutura das comunidades microbianas dos solos e sua 

capacidade metabólica. O LE apresenta em sua composição diversos poluentes, 

como metais pesados e organismos contaminantes ao homem (BETTIOL & 

CAMARGO, 2001). No entanto, a disponibilidade de metais pesados no solo e seu 

efeito sobre a microbiota, dependem tanto da quantidade quanto da qualidade da 

matéria orgânica adicionada (BANERJEE ET AL., 1997). Altas e baixas 

concentrações de metais pesados para micro-organismos e processos microbianos, 

tanto em ensaios de laboratório quanto de campo, podem ser discrepantes. Altas 

concentrações de metal podem não ser passíveis de ocasionar efeitos deletérios 

sobre as atividades microbianas e, inversamente, baixas concentrações podem 

causar efeitos negativos (BAATH, 1989). Deste modo, a adição do LE pode provocar 

alterações na comunidade microbiana do solo e, com isso, afetar a funcionalidade 

do agroecossistema.  
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A composição e a diversidade de comunidades microbianas refletem exatamente a 

atual situação de um ecossistema e a que condições este foi submetido. Assim, os 

micro-organismos do solo são verdadeiramente indicadores da sustentabilidade do 

manejo e uso da terra, pois respondem rapidamente às mudanças ambientais 

(HERRICK, 2000). A diversidade funcional compreende a diversidade das atividades 

microbianas no solo, sendo esta de grande importância em avaliações de micro-

organismos dentro do ecossistema, sobretudo porque se conhece muito pouco 

sobre a relação entre diversidade estrutural e funcional desses micro-organismos 

(KENNEDY, 1999). Portanto, existe um consenso de que a diversidade microbiana 

está diretamente relacionada à estabilidade do ecossistema.  

Os micro-organismos do solo podem ser classificados em grupos funcionais 

de acordo com suas atuações nos processos biológicos do ecossistema (TORSVIK 

& ØVREÅS, 2002). Quanto ao metabolismo microbiano, o padrão de resposta no 

ecossistema, é que a diversidade funcional em uma área sem vegetação, 

inicialmente seja baixo, e à medida que a vegetação se estabelece, a diversidade 

metabólica microbiana cresce rapidamente. Porém, em estágios de sucessão 

vegetal mais avançado, a abundância relativa das atividades metabólicas dos micro-

organismos se reduz, mantendo-se estáveis (TORSVIK & ØVREÅS, 2002). 

Atualmente, existem diversas ferramentas metodológicas que permitem 

avaliar parte da estrutura funcional e estrutural das comunidades microbianas dos 

solos. Um método associado ao estudo da estrutura funcional de micro-organismos 

do solo, é a avaliação do perfil metabólico das comunidades por meio do sistema 

EcoPlate, que mede a intensidade de utilização de diferentes fontes de carbono 

(GARLAND & MILLS, 1991). Estudos mostraram que é possível observar, com este 

método, diferenças significativas no perfil metabólico de comunidades oriundas de 

amostras de solo distintas (ZAK ET AL., 1994; OLIVEIRA ET AL., 2009; SOUZA ET 

AL.; 2012). O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade estrutural e funcional 



24 

 

de micro-organismos do solo no 13º ano de cultivo de milho em área tratada com 

lodo de esgoto.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 CARACTERIZAÇÃO DAS ÁREAS EXPERIMENTAIS 

 

As áreas experimentais localizam-se na Fazenda de Ensino e Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” - UNESP - Campus de Jaboticabal – SP. Os experimentos 

1 e 2 foram inicialmente instalados em novembro de 1997, adotando-se o 

delineamento experimental em blocos casualizados (DBC), com quatro tratamentos 

e cinco repetições, totalizando 20 unidades experimentais de 60 m2 (6 m x 10 m) 

cada, com área útil de 12 m2. Os tratamentos utilizados foram testemunha com 

fertilização química convencional (0 t ha-1 de LE), 5 t ha-1 de LE , 10 t ha-1 de LE e 20 

t ha-1 de LE , base seca. Estes tratamentos foram estabelecidos de modo a fornecer 

0, 100, 200 e 400% de todo o nitrogênio exigido pela cultura do milho, admitindo-se 

que 1/3 do nitrogênio contido no LE se encontrava disponível para as plantas. As 

doses totais acumuladas de LE foram obtidas considerando-se 13 anos de plantio: 5 

t ha-1: 65,0 t ha -1 de LE (13 anos x 5 t ha -1 de LE, base seca); 10 t ha-1: 130,0 t ha -1 

de LE (13 anos x 10 t ha -1 de LE, base seca); 20 t ha-1: 207,5 t ha -1 de LE (3 anos x 

2,5 t ha -1 de LE + 10 anos x 20 t ha -1 de LE, base seca). 

O experimento 1 foi conduzido em  LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico 

típico (LVef), textura argilosa, a moderado caulinítico-oxídico, altitude 550 m,  latitude 

21º 14’ 46,81” S e longitude 48º 17’ 07,85” W; e o experimento 2 em LATOSSOLO 

VERMELHO distrófico típico (LVd), textura média, A moderado caulinítico 

(EMBRAPA, 2006), localizado a uma altitude de 620 m,  latitude 21º 13’ 57,96” S e 
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longitude 48º 17’ 06,18” W. O clima na região é classificado, segundo Köppen, como 

subtropical de inverno seco (Aw) (VOLPE; CUNHA, 2008).  

 

Tabela 1 Valores médios da composição granulométrica de amostras de solo 

coletadas em diferentes camadas de LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico argiloso 

(LVef) e LATOSSOLO VERMELHO distrófico textura média (LVd). 

 

Fração LATOSSOLO VERMELHO 
eutroférrico (LVef) 

 LATOSSOLO VERMELHO 
distrófico (LVd) 

0-0,1m 0,1-0,2m 0,2-0,3m  0-0,1m 0,1-0,2m 0,2-0,3m 
-------------------------------------------------------g kg 1------------------------------------------- 
Argila 485 508 525  245 278 285 
Silte 297 281 273  68 62 63 
Areia total 219 212 202  678 661 652 
Areia grossa 90 86 77  388 349 356 
Areia fina 129 126 125  299 312 296 
Fonte: Melo et al. (2004) 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO SOLO E LODO DE ESGOTO   

 

Foram colhidas amostras compostas dos dois solos (0 a 0,20 m de 

profundidade) para fins de caracterização dos atributos químicos. Os solos foram 

secos à sombra e ao ar, destorroados, tamisados em peneira de malha 2 mm 

(TFSA) e acondicionados em sacos plásticos. As análises químicas de fertilidade 

dos solos foram realizadas pelo Departamento de Solos e Adubos, FCAV/UNESP, 

Campus de Jaboticabal, o qual está ligado ao Programa de Qualidade de Análise de 

Solo do Sistema IAC – Instituto Agronômico de Campinas, segundo os métodos de 

Raij et al (2001). A adubação e dose de calcário foram calculadas considerando 

saturação por bases de 70% para todas as parcelas. Foram aplicadas doses de 

calcário (PRNT = 90%) que variaram de 2,5 a 4,0 t ha -1 em LVef e de 1,2 a 2,7 t ha-1 
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em LVd, de acordo com as recomendações de Raij e Cantarella (1997). A aplicação 

de calcário para fins corretivos foi feita anualmente no período de 13 anos. 

O LE utilizado nos experimentos foi obtido junto à Estação de Tratamento de 

Esgoto da Companhia de Saneamento Básico do Estado de São Paulo (ETE-

Sabesp), localizada no município de Barueri. O LE foi proveniente dos esgotos da 

grande São Paulo e é constituído por uma mistura de esgotos domiciliares e 

industriais. Após o recebimento e acondicionamento do LE em local 

impermeabilizado, foi realizado o procedimento de amostragem conforme 

orientações estabelecidas pelo anexo A da norma NBR 10.007 (ASSOCIAÇÃO, 

2004). A amostra obtida foi dividida em duas partes, sendo a primeira parte da 

amostra do LE seca em estufa a 105oC até atingir massa constante. Após a 

secagem, foi determinada a umidade, permitindo-se dimensionar as quantidades do 

LE úmido a serem distribuídas em cada tratamento. A segunda parte foi seca em 

estufa com circulação forçada de ar a 65 ºC até atingir massa constante. A amostra 

de LE foi desagregada com auxílio de almofariz e pistilo de porcelana, peneirada em 

peneira de 0,42 mm e homogeneizada, sendo então acondicionada em frasco 

hermeticamente fechado (ABREU ET AL., 2009). Analises físico-químicas (Tabela 2) 

foram realizadas para caracterizar os atributos do potencial agronômico do LE, 

conforme anexo II da resolução 375 (CONAMA, 2006). 
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Tabela 2 Atributos do potencial agronômico do lodo de esgoto (base seca) aplicado 

no período de 2009/2010. 

Atributos Concentrações 
Carbono Orgânico 246,75 g kg -1 
P total 20,36 g kg -1 
N Kjeldahl 24,8 g kg -1 
pH em água 5,80 
pH em CaCl2 5,54 
K total 2,38 g kg -1 
Na total 1,08 g kg -1 
Ca total 15,87 g kg -1 
Mg total 4,23 g kg -1 
Umidade 81,3 % 

 

2.3 INSTALAÇÃO E CONDUÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no ano agrícola 2009/2010. A 

incorporação do LE ao solo foi feita em dezembro de 2009, considerando-se a 

umidade residual do material. O LE foi aplicado a lanço, distribuído uniformemente 

por toda a área da parcela e incorporado ao solo com auxilio de grade leve. Após a 

incorporação do LE procedeu-se a semeadura do milho (híbrido simples AG 5020), 

em espaçamento de 0,9 m entre linhas e densidade de 7 a 8 plantas por metro 

linear. As parcelas receberam complementação das doses de P e K exigidas pela 

cultura (RAIJ; CANTARELLA, 1997), de acordo com análise química dos solos e LE 

(Tabela 3). A adubação de cobertura para N e K, deu-se aos 25 e 40 dias após a 

emergência das plântulas. A testemunha (0 t ha-1 LE) recebeu adubação com N 

(Uréia) e os demais tratamentos receberam a aplicação  K (cloreto de potássio) 

(NOGUEIRA, 2008). 
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Tabela 3 Atributos químicos do LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico (LVef) e 

LATOSSOLO VERMELHO distrófico (LVd) após 13 anos de aplicação de LE. 

LE pH 
CaCl2 

MO P resina K Ca Mg H+Al SB CTC V 

t ha 1  g dm3 mg dm3 ---------------------------mmolc dm 3----------- % 
LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico LVef 

0 4,62 21,4 31,0 3,66 22,6 7,2 50,4 33,46 83,86 39,8 
5 4,60 24,0 34,8 3,42 24,8 7,6 56,4 35,88 92,22 39,2 
10 4,74 26,0 80,8 4,16 32,2 9,0 54,8 45,36 100,16 45,2 
20 4,40 26,2 86,0 2,98 22,4 5,8 70,4 31,18 101,58 30,6 

LATOSSOLO VERMELHO distrófico LVd 
0 4,66 19,4 47,8 2,14 18,6 4,8 39,0 25,54 64,54 40,0 
5 4,98 19,8 55,2 2,46 24,6 6,8 32,2 33,86 66,06 51,2 
10 4,84 21,2 95,6 2,50 26,2 6,2 40,0 34,90 74,90 47,0 
20 4,50 20,2 94,0 2,00 19,2 4,6 49,8 25,8 75,60 35,2 
LE: Lodo de esgoto MO: matéria orgânica; SB: soma de bases; CTC: capacidade de 

troca de cátions; V: saturação por bases. 

 

2.4 ANÁLISE QUANTITATIVA DA POPULAÇÃO MICROBIANA DO  SOLO 

 

Foram realizadas coletas de solo rizosférico e não rizosférico para 

quantificação da população microbiana. A coleta das amostras de solo foi realizada 

no período de florescimento da cultura do milho (65 dias após semeadura). Foram 

coletados os sistemas radiculares de quatro plantas por parcela. As amostras do 

solo rizosférico foram constituídas somente do solo aderido às raízes das plantas e 

as amostras de solo não rizosférico foram constituídas de quatro pontos amostrados 

aleatoriamente entre as linhas em cada parcela. As amostras de solo foram 

peneiradas em peneira de 2 mesh, acondicionadas em sacos plásticos e microtubos. 

Parte do material foi armazenado sob refrigeração (4°C) e parte congelado (análises 

moleculares).  

Para quantificação da população microbiana, cinco gramas de solo foram 

dispersos em 45 ml de solução salina esterilizada (0,85%) e agitadas por 60 minutos 
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em agitador orbital. Foram utilizadas diluições seriadas de 10-4 e 10-5 para bactérias, 

10-3 e 10-4 para actinomicetos e 10-2 e 10-3 para fungos. Alíquotas de 100 µl de cada 

diluição, em duplicata, foram plaqueadas em meios específicos. O número de 

células viáveis (unidade formadora de colônia, UFC) de bactérias, actinomicetos e 

fungos, foi determinado em meio ágar-batata (WOLLUM, 1982), L-asparagina (Agar 

– amido) e Martin (MARTIN, 1950), respectivamente. As contagens de unidades 

formadoras de colônias foram realizadas quatro, oito e dozes dias após o 

plaqueamento para bactérias, fungos e actinomicetos, respectivamente. Os dados 

de população microbiana foram utilizados para se estimar o efeito rizosférico (R/S) 

nos tratamentos avaliados; R representa o número de micro-organismos (UFC g-1 

solo) na rizosfera, e S o número de micro-organismos no solo controle (solo não 

rizosférico - NR). 

 

2.5 DIVERSIDADE METABÓLICA 

 

A diversidade metabólica da comunidade microbiana das amostras de solo 

rizosférico e não rizosferico foi medida utilizando-se BIOLOG microplates (Biolog 

Inc.). Foram utilizadas microplacas com 96 poços que correspondem a 31 fontes de 

carbono (ácidos carboxílicos, carboidratos, polímeros, aminoácidos, aminas) e um 

controle sem fonte de carbono e três repetições. Foram aplicados 120 µL de 

suspensão de solo, diluída a 10‑2, em cada poço das microplacas  que foram 

mantidas a 28°C (GOVAERTS ET AL., 2007). Foram realizadas, a cada 24 horas, as 

leituras das microplacas por meio da medida da cor desenvolvida pela oxidação de 

substratos durante a respiração dos micro-organismos em espectrofotômetro leitor 

de microplacas (LABSYSTEMS, MULTSKAN, MS, EUA), a 590 nm, nos intervalos 

de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. A leitura de 72 horas foi utilizada para cálculos dos 

componentes da diversidade funcional por representar o tempo médio entre as 

leituras realizadas.  
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Os valores de absorbância de cada cavidade foram diminuídos do controle. 

Para minimizar possíveis efeitos de diferença de inóculo entre as amostras, os 

dados obtidos de cada microplaca foram normalizados pela divisão dos valores 

brutos de absorbância de cada poço pelo AWCD (AVERAGE WELL COLOUR 

DEVELOPMENT). Os valores de AWCD foram calculados por meio da divisão da 

atividade de utilização dos substratos em cada cavidade pelo valor médio da leitura 

da placa inteira (GARLAND & MILLS, 1991). Os valores corrigidos acima de zero 

foram considerados como reação positiva, e evidenciam a utilização de substratos e 

os valores negativos, a ausência de uso de substratos. Os componentes da 

diversidade funcional, diversidade metabólica, equitabilidade e atividade total foram 

estimados de acordo com Zak et al. (1994).  A diversidade metabólica foi estimada a 

partir do índice de Shannon (H) que compreende tanto a riqueza de substrato (S) 

como a intensidade com que são usados pela microbiota. A eqüitabilidade ou índice 

de similaridade (E) indica o grau de uniformidade de utilização de um substrato em 

relação ao número de substratos utilizados pela microbiota (ZAK ET AL., 1994). Os 

dados foram submetidos à análise de variância e quando houve significância as 

médias dos tratamentos foram comparadas utilizando-se o teste diferença mínima 

significativa (Fisher LSD, α=0,05) utilizando-se o programa SAS (SAS INSTITUTE, 

2002). 

 

3. RESULTADOS  

 

3.1 ANÁLISE QUANTITATIVA DA POPULAÇÃO MICROBIANA DO  SOLO 

 

A aplicação de lodo de esgoto resultou em baixo efeito sobre as populações 

microbianas do solo (fungos, bactérias, actinomicetos) em LVef e LVd (Figuras 1 e 

2). Análises de tamanho, atividade e estrutura das comunidades microbianas, trazem 

grande contribuição para a geração de índices de qualidade biológica de solos, 
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sendo utilizados para o monitoramento da aplicação agrícola de biossólidos. Foram 

observadas diferenças apenas para a comunidade fúngica e bacteriana em LVef  e 

LVd (Figura 2). A aplicação de 5, 10 e 20 t ha -1 de LE em solo não rizosférico 

apresentaram os maiores valores médios para densidade bacteriana (8,00, 8,07 e 

7,91 log UFC g -1, respectivamente) e aplicação de 0, 5 e 20 t ha-1 de LE em solo 

rizosférico apresentaram os maiores valores médios para densidade de fungos 

(5,48, 5,60 e 5,83 log UFC g -1, respectivamente) em LVef.  
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Figura 1. Contagem total de micro-organismos de amostras de solo não rizosférico e 

rizosférico tradados com diferentes doses de lodo de esgoto por um período de 13 

anos no cultivo de milho em dois experimentos conduzidos em LATOSSOLO 

VERMELHO eutroférrico típico (A) e LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico (B). 

Para cada experimento e tipo de solo, médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste diferença mínima significativa (Fisher LSD, α=0,05). 
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Figura 2. Contagem total de fungos, bactérias e actinomicetos de amostras de solo 

não rizosférico e rizosférico tratados com diferentes doses de lodo de esgoto por um 

período de 13 anos no cultivo de milho em dois experimentos conduzidos em 

LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (A) e LATOSSOLO VERMELHO 

distrófico típico (B). Para cada experimento, tipo de solo e grupo funcional, médias 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste diferença mínima 

significativa (Fisher LSD, α=0,05). 



34 

 

Em LVd o tratamento 20 t ha-1, em solo não rizosférico, apresentou o maior 

valor médio de densidade fúngica (5,49 log UFC g -1). Neste mesmo solo foram 

encontradas densidades bacterianas de 7,85, 7,90 e 7,84 nos tratamentos 0, 5 e 20 

respectivamente. Para a população de actinomiceto, não foram observadas 

diferenças significativas para as doses de lodo esgoto aplicadas nos dois solos 

cultivados com milho. 

Quando foi considerada a população microbiana total (fungo, bactéria e 

actinomiceto) não foi detectado efeito da aplicação de lodo de esgoto sobre os 

microrganismos do solo nos experimentos em LVef e LVd (Figura 1).  

Quando se analisou o efeito do solo não rizosferico (SN) ou rizosferico (SR) 

na população microbiana não se detectou efeito significativo (P=0,584 e P=0,9858, 

para LVef e LVd , respectivamente). 

 

3.2 DIVERSIDADE METABÓLICA 

 

O número de substratos utilizados variou conforme o tempo de incubação, 

dose de LE aplicada e tipo de solo amostrado (Figura 3). A partir de 48 horas 

apareceram diferenças entre os extratos microbianos não rizosférico (SN) e 

rizosférico (SR) nos dois solos em estudo. Em LVef houve diferença entre o número 

de substratos utilizados apenas para o solo rizosferico (Figura 3), apresentando o 

tratamento com 20 t ha -1  o maior número de substratos utilizados. Para o solo LVd 

houve diferença no número de substratos utilizados para o solo não rizosferico (10 e 

20 t ha -1) e rizosferico (0, 5 e 10 t ha -1 ) (Figura 3).  

A soma de atividade para a utilização dos substratos, medida pelo 

desenvolvimento de cor (AWCD), variou conforme o tratamento aplicado e o tipo de 

solo (Figura 4). Assim como para o número de substratos utilizados, não houve 

diferença na soma de atividade para o solo não rizosferico para o experimento 

conduzido em LVef (Figura 4). Em LVef, solo rizosférico, a soma de atividade foi 
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maior para o tratamento com 20 t ha-1 de LE (Figura 4). No solo não rizosférico, LVd, 

a soma de atividade foi maior no tratamento com 10 t ha -1 LE. Para o solo 

rizosférico as diferenças entre os tratamentos foram menores (Figura 4).  

Quanto aos valores de diversidade metabólica (índice de Shannon, H), 

número de substratos utilizados, equitabilidade (E), e atividade total da população 

microbiana de amostras de solo quantificadas após 72h de incubação foram 

detectadas diferenças apenas para alguns tratamentos (Tabela 4). Para o solo não 

rizosférico houve diferença apenas para a equitabilidade no solo LVd. Para o solo 

rizosférico houve diferenças para o número de substratos utilizados e equitabilidade 

em LVef, e Shannon, número de substratos utilizados, equitabilidade e atividade 

total em LVd.  
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Figura 3. Utilização de fontes de carbono do extrato microbiano em amostras de solo 

não rizosférico (A e B) e rizosférico (C e D) tratados com diferentes doses de lodo de 

esgoto por um período de 13 anos no cultivo de milho em dois experimentos 

conduzidos em LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (A e C) e LATOSSOLO 

VERMELHO distrófico típico (B e D). 
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Figura 4. Soma da atividade total (AWCD) de utilização de fontes de carbono do 

extrato microbiano em cada amostra de solo não rizosférico (A e B) e rizosférico (C e 

D) tradados com diferentes doses de lodo de esgoto por um período de 13 anos no 

cultivo de milho em dois experimentos conduzidos em LATOSSOLO VERMELHO 

eutroférrico típico (A e C) e LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico (B e D). 
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Tabela 4. Diversidade metabólica (índice de Shannon, H), número de substratos 

utilizados, equitabilidade (E), e atividade total da população microbiana de amostras 

de solo não rizosférico (SN) e solo rizosférico (SR) tratados com diferentes doses de 

lodo de esgoto por um período de 13 anos no cultivo de milho em LATOSSOLO 

VERMELHO eutroférrico típico (LVef) e LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico 

(LVd).  

LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (LVef) 
Tratamento Shannon(H) Substratos 

utilizados 
E Atividade total 

SN SR SN SR SN SR SN SR 
0 t ha-1   1,92a 3,03a 11,0a 22,00ab 1,90a 2,25b 2,74a 5,19a 
5 t ha-1   2,70a 3,06a 10,00a 23,33a 2,97a 2,24b 2,27a 5,16a 
10 t ha-1 3,09a 2,93a 12,33a 18,00b 2,89a 2,33b 4,32a 4,27a 
20 t ha-1 2,70a 2,87a 16,16a 10,33c 2,22a 3,01a 2,88a 3,23a 

LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico (LVd) 
Tratamento Shannon (H) Substratos 

utilizados 
E Atividade total 

SN SR SN SR SN SR SN SR 
0 t ha-1   2,79a 2,30c 10,00a 6,66c 1,21 a 1,22a 3,23 a 2,72b 
5 t ha-1   2,70a 2,59b 10,66a 11,00b 1,14ab 1,08b 3,99 a 3,60ab 
10 t ha-1 2,55a 2,64b 10,66a 11,00b 1,08b 1,10b 3,29 a 3,23ab 
20 t ha-1 2,67a 2,80a 10,00a 15,66a 1,16ab 1,01b 3,54 a 4,71a 

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

A aplicação de lodo de esgoto não influenciou a população total de micro-

organismos nos solos estudados. Análises de tamanho, atividade e estrutura das 

comunidades microbianas, trazem grande contribuição para a geração de índices de 

qualidade biológica de solos, sendo utilizados para o monitoramento da aplicação 

agrícola de biossólidos. Diferentes estudos demonstraram os efeitos prejudiciais da 

contaminação do solo por metais pesados e a influencia desta contaminação sobre a 

comunidade microbiana (GILLER ET AL., 1998; BUENO ET AL., 2011; PAN & YU, 
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2011; SHI, 2011). A toxicidade dos metais que os biossólidos contêm, podem chegar 

a altos níveis no sistema a que são inseridos e podem, portanto ser transferidos para 

a cadeia trófica.  

Reber (1992), em estudo de diversidade bacteriana e capacidade das 

bactérias do solo em utilizar substâncias aromáticas como fonte de carbono em 

solos contaminados com metais, verificou que, a diversidade metabólica decresceu 

em três dos cinco bioensaios realizados. Porém nenhuma alteração ou maior 

diversidade nos solos contaminados com metais foi observada em dois 

experimentos. Concentrações excessivas de metais são potenciais causadoras de 

toxicidade, podendo causar a inibição de atividades enzimáticas essenciais e 

alterações significativas da estrutura das comunidades microbianas.  

Efeitos em curto prazo da adição de dejetos orgânicos na produção de trigo 

demonstram que a adição de resíduos sólidos e líquidos não afetou 

significativamente a biomassa microbiana, quando comparado á fertilização mineral 

(FRANCO-OTERO, 2012). No entanto a atividade microbiana foi maior em solo 

manejado organicamente. Santos et al,. (2011) e Odlare et al., (2011) encontraram 

resultados semelhantes em que a aplicação de lodo não afetou negativamente os 

micro-organismos do solo e suas atividades. A MO contida no LE juntamente com a 

existente no solo podem contribuir com a complexação de metais, podendo reduzir a 

sua disponibilidade e toxicidade. Relatos sobre a influência e incremento causada 

pelo lodo de esgoto na estrutura da comunidade microbiana são descritos com 

grande relevância (BORJESSON ET AL., 2012; YANG ET AL., 2012). A aplicação do 

LE no solo é considerado também como agente estimulador da comunidade 

microbiana devido ao aumento nos teores de carbono e nutrientes existentes no 

solo. A estrutura da comunidade microbiana pode variar de acordo com as doses de 

lodo de esgoto aplicadas ao solo (VAL-MORAES ET AL., 2011). Em doses menores 

do resíduo pode haver o favorecimento da comunidade microbiana enquanto doses 

maiores podem a inibir. Alguns tratamentos em que o lodo de esgoto é tratado 
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(pirólise) observou-se melhoria em suas características e promoveram incremento 

da atividade microbiana quando o resíduo foi adicionado ao solo (PAZ-FERREIRO 

ET AL., 2012). Tal fato pode ser explicado pelo elevado pH, o qual pode ter 

indisponibilizado os metais, ou à seleção de estirpes de crescimento lento. 

Variações na diversidade microbiana podem ser relacionadas a algumas 

peculiaridades da área cultivada como características químicas (pH e teores de 

nutrientes) e físicas (porosidade, estabilidade de agregados e estrutura) de cada 

solo (GRAYSTON ET AL., 2004). Também diferenças na sensibilidade dos micro-

organismos ou processos microbianos aos metais são relevantes para tais variações 

(KHALIL ET AL., 2011). No solo, reações de adsorção, complexação, oxidação-

redução e precipitação controlam a disponibilidade e solubilidade dos metais. A 

disponibilidade destes elementos, na forma catiônica, depende do pH do solo.  

Alguns métodos e técnicas clássicas são aplicados ao estudo de diversidade 

microbiana. Tais técnicas como o cultivo, análise morfológica, análise fisiológica e 

propriedades bioquímicas permitem o isolamento e a identificação de micro-

organismos de ambientes naturais (PROSSER, 2002) e trazem informações de 

grande relevância sobre o balanço da diversidade microbiana do solo. É importante 

ressaltar que a utilização de um método dependente de cultivo, apresenta 

limitações, pois não considera micro-organismos que não podem ser cultivados 

(ROS ET AL., 2008). Além disso, qualquer meio de cultura tende a ser seletivo, em 

maior ou menor grau, para determinados grupos de micro-organismos. Stenberg 

(1999) enfatiza que nenhum indicador individualmente conseguirá descrever e 

quantificar todos os aspectos da qualidade do solo. Desta forma ressalta-se a 

importância de se examinar e comparar os vários métodos que envolvem o estudo 

da diversidade microbiana do solo (KIRK ET AL., 2004). Todavia houve grande 

evolução nos métodos utilizados para medir a dinâmica microbiana no último século 

(STOCKDALE & BROOKES, 2006). Por meio de comparações metodologias para 

avaliar as características biológicas de solos contaminados com pesticidas, Wildmer 
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et al., (2001) encontraram diferenças significativas na capacidade de utilização de 

substratos de C. No entanto, estes autores ponderam que estas diferenças não 

podem ser totalmente atribuídas às espécies ou composição da comunidade, já que 

o método se baseia na fração cultivável da comunidade microbiana inoculada nas 

microplacas.  

Modificações e alterações na matéria orgânica e nos parâmetros 

microbiológicos do solo podem ocorrer afetando a qualidade de solos contaminados 

com biossólidos (STAMATIADIS ET AL., 1999), mas mesmo se a matéria orgânica e 

os parâmetros microbiológicos do solo apresentarem padrões alterados, os 

indicadores físico-químicos podem permanecer inalterados. Parâmetros biológicos 

como o número de micro-organismos e atividade metabólica deveriam ser utilizados 

para avaliar a fertilidade do solo (WAKSMAN, 1927). Valores de AWCD, riqueza (R), 

Shannon (H) superiores em solo tratado com lodo de esgoto em comparação a 

outros tratamentos foram encontrados por Frac et al., (2012). Épocas diferentes de 

amostragem (CASTILHOS, 2000) podem se traduzir em um aumento gradual e 

significativo da população de bactérias coletadas em tratamento com a aplicação 

isolada de lodo. Selbach et al., (1991), também observaram um incremento no 

número de bactérias de acordo com o tempo de aplicação de lodo de curtume no 

solo. Tais resultados enfatizam a ausência de efeitos tóxicos do lodo incorporado e a 

resposta desses microrganismos à adição de carbono orgânico ao solo, com a 

aplicação deste resíduo. Os resultados encontrados neste trabalho corroboram com 

os resultados descritos por Selbach et al., (1991), em que a  população de bactérias 

foi superior a população de fungos e actinomicetos respectivamente em solos onde 

houve a adição deste resíduo. O incremento de lodo composto (1:1 lodo de esgoto e 

resíduo de madeira) no solo após dois meses de incubação provocou aumento na 

respiração do solo micro-organismos e no número de bactérias. A população de 

fungos não foi afetada pelos tratamentos (ARAÚJO & MONTEIRO, 2006). 
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Han & Scullion (2000), relatam que semanas após a adição do biossólido no 

solo, houve um aparente incremento na proporção de fungos na biomassa 

microbiana, particularmente em solos com altas taxas de metais. Os tratamentos 

contendo lodo não causaram efeito inibitório do crescimento de fungos. A ausência 

de efeitos prejudiciais sobre os micro-organismos também foi observada por Hattori 

(1992), Jahnel (1997) e Fortes Neto (2000), que estudaram o efeito de metais 

pesados sobre a decomposição da matéria orgânica e sobre a microbiota do solo, 

observando aumento no número de fungos em amostra de solo tratado com 

diferentes doses de lodo de esgoto. 

Considerando a natureza heterotrófica dos fungos, alguns gêneros 

apresentam maior crescimento nos períodos iniciais de decomposição do resíduo 

aplicado, havendo posterior declínio. Contudo, outros gêneros como Aspergillus e 

Penicillium, de alta capacidade de esporulação, são prontamente estimulados com a 

introdução de substrato orgânico, determinando um alto número de colônias nas 

contagens, após longo período da incorporação (ALEXANDER, 1980). 

De modo geral, com a aplicação de lodo de esgoto tem-se uma tendência de 

aumento nas comunidades de alguns gêneros de bactéria e fungos (BETTIOL & 

FERNADES, 2004). Os autores ainda ressaltam como importante observação à 

tendência de aumento da comunidade microbiana ao longo do tempo, indicando 

uma adaptação dos micro-organismos às alterações causadas pelo lodo de esgoto. 

A presença ou ausência de algumas espécies de micro-organismos em um 

habitat, como o solo, por exemplo, parece não ser tão importante quanto à 

manutenção da diversidade deles. Isso porque a abundância de uma espécie reflete 

de forma mais imediata à flutuação microbiana de curto prazo, e a diversidade revela 

o equilíbrio entre os diversos organismos e os domínios funcionais no solo durante o 

passar do tempo (LAVELLE, 2000).  
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5. CONCLUSÕES 

 

A adição de LE não altera a população microbiana total do solo (fungos, 

bactérias e actinomicetos) em solo rizosférico e não rizosférico, mas promove a 

diversidade funcional da população em LVef (solo rizosférico 20 t ha-1) e LVd ( solo 

rizosferico 0, 5 e 10 t ha-1 e solo não rizosférico 10 e 20 t ha-1). 
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CAPÍTULO 3. EFEITO DA APLICAÇÃO DE DIFERENTES DOSES  DE LODO DE 

ESGOTO (LE) POR TREZE ANOS SOBRE A COMUNIDADE DE FU NGOS 

 

RESUMO - Dentre os micro-organismos que compõem a microbiota do solo, 

os fungos merecem destaque por se tratar do principal grupo decompositor da 

matéria orgânica complexa. Essenciais, atuam em processos ecológicos globais e se 

mostram como fontes de novos compostos bioativos. Suas propriedades permitem 

seu uso como agentes de controle biológico e na biorremediação. São considerados 

indicadores da qualidade do solo e de mudanças nos níveis de matéria orgânica. 

Este trabalho teve como objetivo analisar, variações na estrutura da comunidade de 

fungos em solo tratado com lodo de esgoto sob a cultura do milho por eletroforese 

em gel com gradiente desnaturante e avaliar o impacto da adição de doses 

crescentes deste resíduo em um período de 13 anos sobre a comunidade de fungos. 

Os experimentos de campo foram conduzidos em LATOSSOLO VERMELHO 

eutroférrico típico e em LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico. Os tratamentos 

(doses de lodo de esgoto acumuladas ao longo dos 13 anos) foram: T1= 0,0 t ha-1 

(adubação química); T2= 65 t ha-1; T3= 160 t ha-1 e T4= 207,5 t ha-1. As amostras de 

solo foram coletadas aos 65 dias do plantio de milho. Foram utilizados métodos 

moleculares independentes de cultivo PCR-DGGE, clonagem e sequenciamento 

para a análise da diversidade e estrutura das comunidades de fungos do solo. 

Alguns amplicons (bandas) estão presentes na maioria dos tratamentos, sugerindo a 

presença de UTOs, que independentemente da dose de lodo esgoto aplicado, 

encontram-se estabelecidos naquele ambiente. Além disso, amplicons em diferentes 

posições indica UTOs (indivíduos e/ou comunidades) diferentes. A partir da matriz 

de similaridade, gerada pelo coeficiente de Jaccard, foi determinado o percentual de 

similaridade de cada tratamento (0, 5, 10 e 20 t ha -1). Foram formados grupos a 

partir de 47% de similaridade estendendo-se até a formação de 1 grupo com 

amostras idênticas possuindo este 100% de similaridade. A maioria dos grupos 
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formados compreendeu a faixa entre 80 e 100% de similaridade, e foi composta 

pelas repetições de um mesmo tratamento, tipo de solo e origem do solo (não 

rizosférico e rizosférico). Quanto aos valores de diversidade (Shannon), riqueza 

(UTOs) e equitabilidade (J), gerados de acordo com padrão de amplicons de cada 

amostra a partir da eletroforese em DGGE, foram detectadas diferenças para estas 

variáveis em LVd somente no efeito da origem do solo não rizosférico/NR. Os 

tratamentos com 0 e 5 t ha -1 apresentaram os maiores valores de diversidade ( 5,72 

e 5,82 respectivamente). Já o tratamento 0 t ha -1, se destacou entre os demais 

apresentando os maiores valores para riqueza e equitabilidade respectivamente 

(15,5 e 2,09). Não foi observada diferença em LVef para as variáveis analisadas. A 

utilização de lodo de esgoto não influenciou negativamente a comunidade fúngica 

nos solos estudados após 13 anos de aplicação. Sua utilização na agricultura é 

segura do ponto de vista ambiental utilizando-se fungos do solo como 

bioindicadores. A técnica da PCR-DGGE foi eficiente ferramenta utilizada na 

identificação de mudanças ocorridas na estrutura de comunidades fúngicas. 

 

Palavras-chave : Xenobióticos, DNA, sequenciamento, clonagem, Zea mays, 

ecologia microbiana. 
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EFFECT OF APPLICATION OF DIFFERENT DOSES OF SEWAGE SLUDGE FOR 

THIRTEEN YEARS ON THE COMMUNITY OF FUNGI 

 

SUMMARY- Among the micro-organisms of the soil microbes, fungi 

noteworthy for being the main decomposer group of complex organic matter. 

Essential ecological processes operating in global and show themselves as sources 

of new bioactive compounds. Its properties allow their use as biological control 

agents and bioremediation. Are considered indicators of soil quality and changes in 

the levels of organic matter. This study aimed to analyze variations in the community 

structure of fungi in soil treated with sewage sludge under maize by electrophoresis 

in denaturing gradient gel and evaluate the impact of the addition of increasing doses 

of this residue on a 13-year period on the fungal community. Field experiments were 

conducted in two soils type, Eutrustox  (LVef) and Typic Hapludox (LVd). Treatments 

(doses of sewage sludge accumulated over 13 years) were: T1 = 0.0 t ha-1 (chemical 

fertilizer), T2 = 65 t ha-1, T3 = 160 t ha-1 and T4 = 207.5 t ha-1 (dry basis). Soil 

samples were collected at 65 days after maize sowing. Molecular methods were used 

for cultivation independent PCR-DGGE, cloning and sequencing for analysis of the 

community structure and diversity of soil fungi. Some amplicons were present in most 

treatments. The visualization of amplicons in different positions in DGGE profiles is 

indicative of new OTUs (operational taxonomic units) and groups were formed with 

47% of similarity or even 100% of similarity in one group. Differences in relation to  of 

diversity, richness and evenness according to the standard amplicons generated for 

each sample were found only in LVd for NRS samples while no differences were 

observed in LVef. Most groups formed understood the range between 80 and 100% 

similarity, and was composed of repetitions of the same treatment, soil type and 

origin of the soil (RS and NRS). The values of diversity (Shannon), OTUs and 

evenness (J), generated according to standard amplicons of each sample from the 

DGGE electrophoresis, differences were found for these variables in LVd only in the 
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NRS. Treatments with 0 and 5 t ha -1 showed the highest diversity values (5.72 and 

5.82 respectively). The treatment 0 t ha -1, stood out among the others showed larger 

values for richness and evenness respectively (2.09 and 15.5). No difference was 

observed in LVef for the variables analyzed. The use of sewage sludge did not 

influence the fungal community in soils after 13 years of aplication. Their use in 

agriculture is safe environmentally using soil fungi as bioindicators. The PCR-DGGE 

was efficient tool used to identify changes in the structure of fungal communities. 

 

Keywords : Xenobiotics, DNA sequencing, cloning, Zea mays, microbial ecology. 
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1. INTRODUÇÃO 

O conhecimento da biodiversidade do solo e o papel que a microbiota edafica 

desempenha são fundamentais para a manutenção da funcionalidade quando se 

deseja um sistema sustentável, quer sejam sistemas naturais ou agrícolas. Os 

micro-organismos do solo constituem importantes peças em processos 

fundamentais, como mineralização e decomposição (GOMES ET AL., 2003; 

GARBEVA ET AL., 2004).  

Dentro da vasta biodiversidade do solo, em especial se destacam os fungos, 

por estarem entre os mais abundantes em termos de biomassa, atividade fisiológica 

(BILLS ET AL., 2004) e biodiversidade sendo crucialmente determinantes para a 

sobrevivência de outros organismos. Sendo organismos eucarióticos, possuem 

núcleos dispersos em um micélio (conjunto de hifas) contínuos ou septados. A 

absorção é a forma pela qual sua nutrição é obtida e pigmentos fotossintéticos e 

plastos são ausentes neste organismo. São caracterizados como saprofíticos 

parasíticos facultativos ou biotróficos. Apresentam uma gama de aplicações, em 

diferentes áreas (saúde, nutrição, agricultura, energia e meio ambiente) atuando em 

processos ecológicos globais e podendo ainda ser fontes de novos compostos 

bioativos, o que os fazem peculiarmente especiais (HAWKSWORTH, 2001). São 

determinantes para que ocorra a decomposição de resíduos vegetais e a ciclagem 

de nutrientes no solo. Promovem o crescimento e incremento na nutrição vegetal 

pela colaboração na absorção de nutrientes. Podem ser usados como agentes de 

controle biológico, funcionando como supressores de doenças de plantas e ainda 

promovendo a degradação de xenobióticos, sendo frequentemente considerados 

como bioindicadores da qualidade do solo e de mudanças nos níveis de matéria 

orgânica (KASCHUK et al., 2010). Existem, cerca de 70.000 espécies descritas e 

conservadas através de armazenamento e coleções no mundo inteiro. No entanto 

estima-se que, somente 1% das espécies de fungos seja conhecida, o que prediz 
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que, mesmo com espécies úteis descritas, existem ainda muitas outras a serem 

descobertas, gerando significativos avanços científicos.  

Sendo o solo um meio complexo, heterogêneo e dinâmico, com múltiplos 

componentes bióticos e abióticos, consiste da origem ou propicia a formação de 

vários microambientes. Por isso os vários nichos existentes no solo são ocupados 

pelos micro-organismos e por sua fauna (BILLS ET AL., 2004). Alterações causadas 

pelo homem, particularmente cultivos agrícolas, erosão e contaminação alteram 

diretamente esse ambiente, produzindo impactos na diversidade da biota do solo. 

 Informações sobre a diversidade e o funcionamento das comunidades de 

fungos no solo permanecem relativamente escassas, comparando-se às 

comunidades bacterianas (HATTORI ET AL., 1997; OGRAM, 2000; KENT & 

TRIPLETT, 2002; DAGHINO ET AL., 2012). Assim se faz necessário o 

conhecimento dos organismos constituintes do solo, pois informações desta 

relevância são importantes para o desenvolvimento de estratégias de conservação e 

sustentabilidade mais eficientes. 

A ocorrência e permanência de uma população no ecossistema estão 

diretamente condicionadas à sua habilidade de adaptação e de resposta às 

características ambientais (PERSIANI & CASADO, 1998; GRAYSTON & 

PRESCOTT, 2005). Logo, a atividade decompositora depende diretamente da 

quantidade e qualidade de matéria orgânica do solo, e esta é determinante sobre a 

distribuição desses micro-organismos (RUEGGER & TAUK-TORNISIELO, 2004; 

CHAUVAT ET AL., 2007; COSTA ET AL., 2012). 

E possível estimar a diversidade de fungos presentes no solo (CARVALHO, 

2012), esta estimativa é totalmente depende do método utilizado para sua 

identificação, pois o número de isolados de fungos (unidades formadoras de 

colônias - UFCs) ou de unidades taxonômicas operacionais (UTOs) obtido varia em 

função da metodologia adotada (GAMS, 2007). Com os métodos baseados em 

cultivo é possível estimar apenas uma pequena parte da comunidade total de 
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fungos, pois uma parcela considerável desta comunidade não cresce ou não produz 

esporos em meio de cultura (O’BRIEN ET AL., 2005). Recentemente, técnicas 

moleculares baseadas na extração DNA de amostras ambientais e seguidas de 

amplificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR) têm proporcionado uma 

nova visão da diversidade microbiana, permitindo a caracterização de comunidades 

microbianas complexas, que não dependem do cultivo de micro-organismos 

(O’BRIEN ET AL., 2005). Vários métodos de separação de amplicons podem ser 

utilizados para estudo da estrutura das comunidades de fungos do solo e permitem a 

identificação de modificações nas populações ao longo do tempo, ou em diferentes 

áreas, ou sob diferentes tratamentos. Dentre tais métodos, os mais utilizados são o 

Polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrição terminal (T-RFLP), a 

Análise automatizada do espaço intergênico ribossomal (ARISA), o Polimorfismo de 

conformação de fita simples (SSCP) e a Eletroforese em gel com gradiente 

desnaturante (DGGE) (MUYZER ET AL., 1993; AVANISS-AGHAJANI ET AL., 1994; 

FISCHER ET AL.,1998).  

  Técnicas moleculares como a eletroforese em gel com gradiente desnaturante 

(DGGE), representa uma boa alternativa em estudos de comunidades microbianas 

por apresentar alta sensibilidade, reprodutibilidade, de baixo custo e permitir uma 

comparação rápida da estrutura das comunidades fúngicas do solo (COSTA ET AL., 

2012; DAGHINO, ET AL., 2012). Esta técnica se destaca, entre as mais utilizadas 

para análises de comunidades de fungos e bactérias do solo. MUYZER ET AL., 

(1993) foi pioneiro na utilização do DGGE em estudos de ecologia microbiana 

avaliando a estrutura de comunidades bacterianas. A técnica do DGGE mostra-se 

eficiente em detectar e acompanhar alterações na composição da comunidade 

fúnginca (COSTA ET AL., 2012), estando esta, sob a influência de práticas agrícolas 

e/ou impactos naturais ou antropógenos.  

Por proporcionar a identificação do polimorfimo no rDNA de amostras de DNA 

amplificadas via PCR com primers específicos, o DGGE é utilizada em estudos de 
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diversidade genética em diversas comunidades de solo sob diferentes condições 

(BEAUREGARD, ET AL., 2013). O efeito da adição de lodo de esgoto, incluindo 

lodos ricos em cádmio, cobre e zinco foram observados na composição da 

comunidade de fungos do solo usando-se rDNA e rRNA em perfil de DGGE 

(ANDERSON, 2008).  

A adição do lodo de esgoto alterou os padrões de bandeamento em DGGE 

(KOZDRKOJ, 2001), no entanto não houve efeito adicional de aumento de 

concentrações de metais pesados no solo. Solos com adição de metais pesados 

podem ser caracterizados por uma comunidade diferente em riqueza e estrutura de 

populações de micro-organismos dominantes através da técnica PCR-DGGE 

(KOZDRKOJ, 2001). 

Técnicas moleculares de fingerprinting, clonagem e seqüenciamento são cada 

vez mais utilizadas para a avaliação de comunidades de fungos (TIAN, ET AL., 

2013). Na última década, o sequenciamento de DNA forneceu novas alternativas 

para análise filogenética dos fungos. 

A caracterização da estrutura e função da microbiota de um solo tratado com 

lodo de esgoto pode contribuir gerando informações importantes sobre os processos 

ecológicos e a sustentabilidade deste sistema. 

Neste trabalho objetivou-se analisar variações na estrutura da comunidade de 

fungos em solo tratado com lodo de esgoto sob a cultura do milho por eletroforese 

em gel com gradiente desnaturante e avaliar o impacto da adição de doses 

crescentes de lodo de esgoto após um período de 13 anos sobre a comunidade de 

fungos. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 CARACTERIZAÇÃO DAS ÁREAS EXPERIMENTAIS 

As áreas experimentais localizam-se na Fazenda de Ensino e Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista 
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“Júlio de Mesquita Filho” - UNESP - Campus de Jaboticabal – SP. Os experimentos 

foram inicialmente instalados em novembro de 1997, adotando-se o delineamento 

experimental em blocos casualizados (DBC), com quatro tratamentos e cinco 

repetições, totalizando 20 unidades experimentais de 60 m2 (6 m x 10 m) cada, com 

área útil de 12 m2. Os tratamentos utilizados foram testemunha com fertilização 

convencional (0 t ha-1 de LE), 5 t ha-1 de LE , 10 t ha-1 de LE e 20 t ha-1 de LE , base 

seca. Estes tratamentos foram estabelecidos de modo a fornecer 0, 100, 200 e 

400% de todo o nitrogênio exigido pela cultura do milho, admitindo-se que 1/3 do 

nitrogênio contido no LE se encontrava disponível para as plantas. As doses totais 

acumuladas de LE foram obtidas considerando-se 13 anos de plantio: 5 t ha-1: 65,0 t 

ha -1 de LE (13 anos x 5 t ha -1 de LE, base seca); 10 t ha-1: 130,0 t ha -1 de LE (13 

anos x 10 t ha -1 de LE, base seca); 20 t ha-1: 207,5 t ha -1 de LE (3 anos x 2,5 t ha -1 

de LE + 10 anos x 20 t ha -1 de LE, base seca). 

O experimento 1 foi conduzido em LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico 

típico (LVef), textura argilosa, a moderado caulinítico-oxídico, altitude 550 m, latitude 

21º 14’ 46,81” S e longitude 48º 17’ 07,85” W; e o experimento 2 em LATOSSOLO 

VERMELHO distrófico típico (LVd), textura média, A moderado caulinítico 

(EMBRAPA, 2006), localizado a uma altitude de 620 m,  latitude 21º 13’ 57,96” S e 

longitude 48º 17’ 06,18” W. O clima na região é classificado, segundo Köppen, como 

subtropical de inverno seco (Aw) (VOLPE; CUNHA, 2008).  
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Tabela 1 Valores médios da composição granulométrica de amostras de solo 

coletadas em diferentes camadas de LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico argiloso 

(LVef) e LATOSSOLO VERMELHO distrófico textura média (LVd). 

Fração LATOSSOLO VERMELHO 
eutroférrico (LVef) 

 LATOSSOLO VERMELHO 
distrófico (LVd) 

0-0,1m 0,1-0,2m 0,2-0,3m  0-0,1m 0,1-0,2m 0,2-0,3m 
---------------------------------------------------------------g kg 1------------------------------------------- 
Argila 485 508 525  245 278 285 
Silte 297 281 273  68 62 63 
Areia total 219 212 202  678 661 652 
Areia grossa 90 86 77  388 349 356 
Areia fina 129 126 125  299 312 296 
Fonte: Melo et al. (2004) 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DO SOLO E LODO DE ESGOTO   

Foram colhidas amostras compostas dos dois solos (0 a 0,20 m de 

profundidade) para fins de caracterização dos atributos químicos. Os solos foram 

secos à sombra e ao ar, destorroados, tamisados em peneira de malha 2 mm 

(TFSA) e acondicionados em sacos plásticos. As análises químicas de fertilidade 

dos solos foram realizadas pelo Departamento de Solos e Adubos, FCAV/UNESP, 

Campus de Jaboticabal, o qual está ligado ao Programa de Qualidade de Análise de 

Solo do Sistema IAC – Instituto Agronômico de Campinas, segundo os métodos de 

Raij et al (2001). A adubação e dose de calcário foram calculadas considerando 

saturação por bases de 70% para todas as parcelas. Foram aplicadas doses de 

calcário (PRNT = 90%) que variaram de 2,5 a 4,0 t ha 1 em LVef e de 1,2 a 2,7 t ha 1 

em LVd, de acordo com as recomendações de Raij e Cantarella (1997). A aplicação 

de calcário para fins corretivos foi feita anualmente no período de 13 anos. 

O LE utilizado nos experimentos foi obtido junto à Estação de Tratamento de 

Esgoto da Companhia de Saneamento Básico do Estado de São Paulo (ETE-

Sabesp), localizada no município de Barueri. O LE foi proveniente dos esgotos da 
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grande São Paulo e é constituído por uma mistura de esgotos domiciliares e 

industriais. Após o recebimento e acondicionamento do LE em local 

impermeabilizado, foi realizado o procedimento de amostragem conforme 

orientações estabelecidas pelo anexo A da norma NBR 10.007 (ASSOCIAÇÃO, 

2004). A amostra obtida foi dividida em duas partes, sendo a primeira parte da 

amostra do LE seca em estufa a 105oC até atingir massa constante. Após a 

secagem, foi determinada a umidade, permitindo-se dimensionar as quantidades do 

LE úmido a serem distribuídas em cada tratamento. A segunda parte foi seca em 

estufa com circulação forçada de ar a 65 ºC até atingir massa constante. A amostra 

de LE foi desagregada com auxílio de almofariz e pistilo de porcelana, peneirada em 

peneira de 0,42 mm e homogeneizada, sendo então acondicionada em frasco 

hermeticamente fechado (ABREU ET AL., 2009). Analises físico-químicas (Tabela 2) 

foram realizadas para caracterizar os atributos do potencial agronômico do LE, 

conforme anexo II da resolução 375 (CONAMA, 2006). 

 

Tabela 2 Atributos do potencial agronômico do lodo de esgoto (base seca) aplicado 

no período de 2009/2010. 

Atributos Concentrações 
Carbono Orgânico 246,75 g kg 1 
P total 20,36 g kg 1 
N Kjeldahl 24,8 g kg 1 
pH em água 5,80 
pH em CaCl2 5,54 
K total 2,38 g kg 1 
Na total 1,08 g kg 1 
Ca total 15,87 g kg 1 
Mg total 4,23 g kg 1 
Umidade 81,3 % 
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2.3 INSTALAÇÃO E CONDUÇÃO DOS EXPERIMENTOS 

Os experimentos em LVef e LVd foram conduzidos no ano agrícola 

2009/2010. A incorporação do LE ao solo foi feita em dezembro de 2009, 

considerando-se a umidade residual do material. O LE foi aplicado a lanço, 

distribuído uniformemente por toda a área da parcela e incorporado ao solo com 

auxilio de grade leve. Após a incorporação do LE procedeu-se a semeadura do 

milho (híbrido simples AG 5020), em espaçamento de 0,9 m entre linhas e 

densidade de 7 a 8 plantas por metro linear. As parcelas receberam 

complementação das doses de P e K exigidas pela cultura (RAIJ; CANTARELLA, 

1997), de acordo com análise química dos solos e LE (Tabela 3). A adubação de 

cobertura para N e K, deu-se aos 25 e 40 dias após a emergência das plântulas. A 

testemunha (0 t ha-1 LE) recebeu adubação com N (Uréia) e os demais tratamentos 

receberam a aplicação  K (cloreto de potássio) (NOGUEIRA, 2008). 

 

Tabela 3 Atributos químicos do LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico (LVef) e 

LATOSSOLO VERMELHO distrófico (LVd). 

LE pH 
CaCl2 

MO P resina K Ca Mg H+Al SB CTC V 

t ha 1  g dm3 mg dm3 ---------------------------mmolc dm 3----------- % 
LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico LVef 

0 4,62 21,4 31,0 3,66 22,6 7,2 50,4 33,46 83,86 39,8 
5 4,60 24,0 34,8 3,42 24,8 7,6 56,4 35,88 92,22 39,2 
10 4,74 26,0 80,8 4,16 32,2 9,0 54,8 45,36 100,16 45,2 
20 4,40 26,2 86,0 2,98 22,4 5,8 70,4 31,18 101,58 30,6 

LATOSSOLO VERMELHO distrófico LVd 
0 4,66 19,4 47,8 2,14 18,6 4,8 39,0 25,54 64,54 40,0 
5 4,98 19,8 55,2 2,46 24,6 6,8 32,2 33,86 66,06 51,2 
10 4,84 21,2 95,6 2,50 26,2 6,2 40,0 34,90 74,90 47,0 
20 4,50 20,2 94,0 2,00 19,2 4,6 49,8 25,8 75,60 35,2 
LE: Lodo de esgoto MO: matéria orgânica; SB: soma de bases; CTC: capacidade de 

troca de cátions; V: saturação por bases. 
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2.4 DIVERSIDADE GENÉTICA DA POPULAÇÃO DE FUNGOS DO SOLO 

ATRAVÉS DE ELETROFORESE EM GEL DE GRADIENTE (DGGE) 

 

A população total de micro-organismos do solo foi avaliada através da 

extração de DNA total de amostras de 500 mg de solo, utilizando-se o protocolo 

descrito pelo “Fast Kit DNA for soil”, BIO101. Após a extração, o DNA foi 

quantificado em espectrofotometro nanodrop (NANODROP TECHNOLOGIES, USA) 

e posteriormente diluido para a concentração de 20ng. A amplificação por PCR foi 

realizada com iniciadores universais NS1 e FR1GC (VAINIO E HANTULA, 2000) do 

RNA ribossomal de fungos respectivamente com uma sequência “grampo” de CG na 

extremidade 5’ do “primer” foward. Os fragmentos amplificados e as sequências dos 

iniciadores utilizados nesse estudo estão indicados na tabela 4. 

 

Tabela 4 Sequências dos iniciadores utilizados, fragmento esperado e grupo alvo 

utilizadas para PCR feita em amostra de solo não rizosférico e rizosférico tratados 

com diferentes doses de lodo de esgoto no cultivo de milho em dois experimentos 

conduzidos em LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (LVef) e LATOSSOLO 

VERMELHO distrófico típico (LVd) . 

Iniciador Sequência Fragmento 
esperado (bp) 

Grupo alvo 

*FR1GC AI CCA TTA AAT 
CGG TAI T 
 

_ Fungos 

NS1 GTA GTC ATA 
TGC TTG TCT C 

1650 Fungos 

*GC- CCC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGC GCG GGG GCA CGG GCC G 

 

Para teste de eficiência dos iniciadores foram usados como controle o DNA 

de espécies de fungos previamente conhecidas Aspergillus sp., Trichoderma 
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koningii, Trichoderma reseei, Colletotrichum sublineolum, Colletotrichum graminicola 

e Phaeosphaeria.  

Para os pares de iniciadores FR1GC e NS1, foi utilizado na reação um 

volume final de 50µl, com aproximadamente 20ng de DNA molde, sendo o “mix” 

composto de 0,4µm de cada iniciador, 25 µM de cada dNTP, 1,0mM de MgCl2, BSA 

0,1% (Soro albumina bovina - 3 mg/mL), formamida 1% (v/v) e 2,5 unidade de Taq 

DNA Polimerase Long PCR Enzyme Mix (FERMENTAS LIFE SCIENCES). O 

tampão de reação foi utilizado de acordo com as recomendações do fabricante. 

Todas as PCR desse trabalho foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well 

thermal cycler (Applied Biosystems). As reações seguiram os passos: 95ºC por 2 

min; 35 ciclos de 95ºC por 30 s; 47ºC por 45 s; 68ºC por 2 min; com um passo final 

de extensão a 68ºC por 10 minutos. 

A eletroforese foi realizada em uma unidade de DGGE da Biorad 

(RICHMOND,USA). Os gradientes com concentração de desnaturantes de 18% a 

43% foram formados a partir de soluções estoque de poliacrilamida (7,5%).  

Os produtos de PCR foram padronizados de acordo com sua quantificação 

em espectrofotometro nanodrop (NanoDrop Technologies, USA), considerando-se a 

menor concentração e aplicados em gel contendo 7,5% de poliacrilamida, usando 

uma solução desnaturante 100% (7M uréia e 40% formamida) e uma solução 0% 

(sem uréia e formamida). As condições de eletroforese foram de 18h a 60oC e 180V 

em tampão TAE 1X (VAINIO E HANTULA, 2000). Após a eletroforese o gel foi 

corado em solução de gel red e fotografado em fotodocumentador Eagle Eye Gel 

Logic 200 Imaging System. Os perfis obtidos no gel de poliacrilamida foram 

analisados através do programa” BioNumerics” (Applied Mathematics, Kortrijk, 

Bélgica) para construção de relações filogenéticas (dendrogramas), pelo método do 

agrupamento de UPGMA (UNWEIGHTED PAIR-GROUP METHOD WITH 

ARITHMETIC MEANS, SNEATH & SOKAL, 1973) e coeficiente de JACCARD. 
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Os dados obtidos com o auxílio do programa “BioNumerics”, foram utilizados 

para calcular a riqueza, o índice de diversidade Shannon, e a equitabilidade . A 

riqueza representa o número de bandas no gel do PCR-DGGE, que se refere às 

unidades taxonômicas operacionais (operational taxonomicunits – UTO). O índice de 

diversidade (Shannon) foi obtido de conforme: H= -∑ni/N*Ln (ni/N), onde ni é a 

intensidade da banda de DNA e N a soma da intensidade de todas as bandas de 

DNA. A equitabilidade foi expressa usando-se o índice de Pielou: J’= 

H’(observado)/H’maximo, onde H’ máximo= LnS e S= número total de espécies. 

 

2.4.1 CLONAGEM DO GENE RIBOSSOMAL DE FUNGOS PRESENT ES NO SOLO 

 

Com o intuito de identificar as espécies de fungos presentes no solo tratado 

com lodo de esgoto foi realizada a amplificação do DNA total das amostras de solo 

tratadas com lodo de esgoto, utilizando os iniciadores FR1 e NS1, seguindo as 

condições 95ºC por 2 min; 35 ciclos de 95ºC por 30 s; 47ºC por 45 s; 68ºC por 2 min; 

com um passo final de extensão a 68ºC por 10 minutos. 

Foram adicionados 500µL do meio de cultura CircleGrow ao microtubo de 

1,5mL que ficou sob agitação a temperatura constante de 37ºC por 1 hora. Após 

este período 100µL do produto foram plaqueados em meio CircleGrow, contendo 

ampicilina (100µg/ml), IPTG (0,5mMol) e X-Gal (80µg/ml) seguido de incubação à 

temperatura de 37ºC por 16h. 

As colônias positivas foram individualizadas em novas placas contendo meio 

CircleGrow com ampicilina (50µg/ml) utilizando ponteiras de 10µL, previamente 

esterilizadas em autoclave. O período de incubação se deu a temperatura constante 

de 37ºC por 16h. 
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2.4.2 EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL 

 

A extração do DNA plasmidial foi feita de acordo com Sambrook e Russell, 

(2001). As colônias de E. coli contendo plamídios foram inoculadas em 5mL de meio 

de cultura CircleGrow contendo ampicilina (100µg/ml) e foram incubadas por 16h a 

37ºC. 

O volume da cultura foi distribuído em microtubos e centrifugou-se a 7000 rpm 

por 1 mim. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 

250 µL de tampão de extração. Também foram adicionados 250 µL da solução de 

lise alcalina com posterior inversão dos microtubos por 3 vezes. Incubou-se as 

amostras em gelo por 5 mim. Em seguida adicionou-se 300 µL de solução de 

acetato de potássio 5M gelada procedendo-se a inversão dos tubos. As amostras 

foram novamente incubadas em gelo por 5 mim. 

Posteriormente as amostras foram centrifugadas por 3 mim á 12000 rpm e o 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. Foram adicionados á amostra 

500 µL de isopropanol e as amostras foram mantidas á temperatura ambiente por 30 

mim. Procedeu-se nova centrifugação e o precipitado foi lavado com etanol 70%. 

Uma vez lavado o precipitado fez-se nova centrifugação e após este procedimento o 

precipitado foi ressuspendido em 50 µL de TE adicionando-se 1 µL de RNAse (40 

µg/mL). Incubou-se as amostras contendo RNAse por 30 mim á 37ºC.  

O DNA plasmidial ressolubilizado foi quantificado em gel de agarose e 

espectrofotômetro nanodrop (NanoDrop Technologies, USA) e armazenado a -20º C. 

 

2.4.3 SELEÇÃO DE CLONES VIA PCR-DGGE E SEQUENCIAMEN TO 

 

Os clones a serem sequenciados foram selecionados previamente por PCR-

DGGE. O DNA plasmidial teve sua concentração padronizada para 100ng diluindo-o 

em água ultrapura autoclavada e utilizando-se como “molde” para a PCR que utilizou 
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os iniciadores FR1GC/ NS1, conforme as condições descritas acima. A seleção dos 

clones foi baseada na posição das bandas apresentadas no DGGE, através dos 

grupamentos formados em dendrograma, sendo selecionados aqueles que migraram 

para posições diferentes no gel de acrilamida, de modo a representar a diversidade 

do rDNA da comunidade fúngica. 

As reações de sequenciamento foram preparadas utilizando-se 100ng de 

DNA plasmidial, 2µL de Big Dye V3.1 (Applied Biosystems, Forter City, CA), 2µL de 

tampão 5X (Applied Biosystems, Forter City, CA), 1µL do iniciador FR1, NS1 e água 

ultrapura, com volume final de 10µL. As reações foram submetidas a 96ºC por 20 

segundos, 50ºC por 15 segundos, 60ºC por 4 minutos, repetidos por 30 ciclos. 

Ao término da reação, foram adicionados ao produto 40µL de isopropanol 

75% (v/v), seguido de homogeneização e incubação no escuro à temperatura 

ambiente por 15 minutos. 

Após a incubação, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm durante 45 

minutos. O isopropanol foi retirado, vertendo-se diretamente as placas. Foram 

adicionados 10µL de etanol gelado 70% (v/v) e centrifugou-se a 4000 rpm por 10 

minutos. Retirou-se o etanol, vertendo novamente a placa e deixando o pellet secar 

em estufa a 65º C por 3 minutos. Por último, adicionou-se ao pellet 10µL de 

formamida HI-DI que foi submetido à desnaturação no termociclador a 95º por 5 

minutos. O sequenciamento está sendo realizado em sequenciador capilar 

automático ABI 3100 (Applied Biosystems) de acordo com as recomendações do 

fabricante.  
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3 RESULTADOS  

 

3.1 DIVERSIDADE GENÉTICA DA POPULAÇÃO DE FUNGOS DO SOLO 

ATRAVÉS DE ELETROFORESE EM GEL DE GRADIENTE (DGGE) 

 

Alguns amplicons (bandas) estão presentes na maioria dos tratamentos, 

sugerindo a presença de UTOs, que independentemente do tratamento aplicado, 

encontram-se estabelecidos naquele ambiente. Estas UTOs possivelmente já se 

encontravam estabelecidas neste ambiente anteriormente a aplicação do lodo de 

esgoto do décimo terceiro ano. Tal estabelecimento destas UTOs pode ser atribuído 

a uma condição de resiliencia adquirida por elas ao longo de sucessivos cultivos que 

receberam o lodo de esgoto em doses crescentes determinadas pelos tratamentos 

de 0, 5, 10 e 20 t ha -1. Comunidades de micro-organismos pré-estabelecidas em um 

ambiente não podem ser consideradas como bioindicadores de qualidade do solo, 

pois não refletem a ocorrência de impactos gerados pela aplicação do lodo de 

esgoto. No entanto, a visualização de amplicons em diferentes posições em perfis de 

DGGE é indicativo de novas UTOs (indivíduos e/ou comunidades) estando estas 

diretamente relacionadas ao tipo de manejo realizado no ambiente, por exemplo, a 

adição de resíduos como o lodo de esgoto. A estrutura da comunidade de fungos do 

solo é um indicativo direto sobre a atual situação deste ambiente, isto é, se a adição 

de lodo de esgoto ao longo de 13 anos consecutivos ocasionou impactos ou 

incremento sobre esta população. Neste trabalho pode-se observar uma 

diferenciação no posicionamento de alguns amplicons, em função do solo e 

tratamento aplicado (Figura 1). Esta diferenciação pode ser atribuída à existência de 

UTOs diferentes nas amostras do presente estudo e pode ter sido decorrente do 

efeito direto das doses crescentes de lodo de esgoto ao longo de 13 anos de 

aplicação, uma vez que este resíduo pode influenciar diretamente a comunidade 

fúngica em um ambiente, tanto para o incremento de sua diversidade como também 
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selecionando indivíduos e/ou comunidades. Resíduos sólidos como o LE podem 

atuar sobre determinados organismos, podendo apresentar efeito residual sobre 

outros micro-organismos, promovendo alterações sobre a estrutura da comunidade 

de fungos do solo. 

A partir da matriz de similaridade, gerada pelo coeficiente de Jaccard, foi 

determinado o percentual de similaridade de cada tratamento (0, 5, 10 e 20 t ha -1). 

Foram formados grupos a partir de 47% de similaridade estendendo-se até a 

formação de 1 grupo com amostras idênticas possuindo este 100% de similaridade. 

A maioria dos grupos formados compreendeu a faixa entre 80 e 100% de 

similaridade, e foi composta pelas repetições de um mesmo tratamento e tipo de 

solo e efeito quanto à origem do solo.  

E possível observar a ramificação dos braços ancestrais da árvore, formando 

4 grupos distintos. Porém cada grupo foi formado pelas amostras representantes do 

mesmo tipo de solo (LVef ou LVd) e pelo mesmo efeito (não rizosférico/NR ou 

rizosférico/ SR). 

Quanto aos valores de diversidade (Shannon), riqueza (UTOs) e 

equitabilidade (J), gerados de acordo com padrão de amplicons de cada amostra a 

partir da eletroforese em DGGE, foram detectadas diferenças para estas variáveis 

em LVd somente no efeito não rizosférico/NR (Tabela 4). Os tratamentos com 0 e 5 t 

ha -1 apresentaram os maiores valores de diversidade (5,72 e 5,82 respectivamente). 

Já o tratamento 0 t ha -1, se destacou entre os demais apresentando os maiores 

valores para riqueza e equitabilidade respectivamente (15,5 e 2,09). Não foi 

observada diferença em LVef para as variáveis analisadas. 
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Figura 1 Dendrograma representando a distância e o padrão de amplicons 

correspondentes ao gene 18S rDNA obtido pela técnica PCR-DGGE em cada 

amostra de solo não rizosférico (NR) e rizosférico (SR) tratados com diferentes 

doses de lodo de esgoto no cultivo de milho em dois experimentos conduzidos em 

LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (LVef) e LATOSSOLO VERMELHO 

distrófico típico (LVd). 
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Tabela 5. Diversidade (índice de Shannon), Riqueza e equitabilidade (J), da 

população de fungos de amostras de solo não rizosférico (SN) e solo rizosférico (SR) 

tratados com diferentes doses de lodo de esgoto no cultivo de milho em 

LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (LVef) e LATOSSOLO VERMELHO 

distrófico típico (LVd).  

LATOSSOLO VERMELHO eutroférrico típico (LVef) 
Tratamento Shannon Riqueza Equitabilidade (J) 

SN SR SN SR SN SR 
0 t ha-1   5,72b 5,64a 15,50b 21,50a 2,09a 1,84a 
5 t ha-1   5,82ba 5,59a 24,00a 21,66a 1,83b 1,82a 
10 t ha-1 5,92a 5,67a 26,33a 21,66a 1,81b 1,84a 
20 t ha-1 5,96a 5,67a 23,50a 22,00a 1,89b 1,83a 
LATOSSOLO VERMELHO distrófico típico (LVd) 
Tratamento Shannon (H) Riqueza Equitabilidade (J) 

SN SR SN SR SN SR 
0 t ha-1   5,84a 5,75a 17,66a 20,05a 2,09a 1,90a 
5 t ha-1   5,78a 5,82a 20,33a 20,00a 1,92a 1,94a 
10 t ha-1 5,72a 5,78a 24,33a 22,66a 1,79a 1,85a 
20 t ha-1 5,83a 5,78a 22,00a 20,50a 1,88a 1,91a 
*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si. 

 

4 DISCUSSÃO 

A recomendação da aplicação de lodo de esgoto em áreas agrícolas tem sido 

amplamente difundida, pois possui propriedades tanto como fonte de nutrientes 

quanto como condicionador de solos, proporcionando aumento nos teores de MOS, 

CTC, pH, aumento na capacidade de retenção de água e estabilidade de agregados 

do solo e incremento na produção de grãos de milho (PAUL & CLARCK, 1996; HAN 

& SCULLION, 2000; DIAS ET AL. 2007; MELO ET AL., 2007). O lodo de esgoto 

apresenta em sua composição em média 40% de matéria orgânica (MO), 4% de N, 

2% de P e demais macro e micronutrientes mais também diversos poluentes, como 

metais pesados e organismos patogênicos ao homem (BETTIOL & CAMARGO, 

2001; MELO ET AL., 2004). Porém, a disponibilidade destes metais pesados no solo 
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e seu efeito sobre a microbiota, dependem tanto da quantidade quanto da qualidade 

da matéria orgânica adicionada (BANERJEE ET AL., 1997). Nogueira et al., (2009), 

em estudos realizados em solos brasileiros relatou que a aplicação de logo de 

esgoto não afetou o teor de Ni no solo, mas houve acúmulo de Ni em folhas e 

colmos e não nos grãos. 

A MO proveniente do lodo de esgoto e a MO do solo podem atuar na 

complexação de metais, reduzindo a sua disponibilidade em curto prazo e, 

conseqüentemente, a sua toxicidade (LO ET AL., 1992). Não há garantias que por 

não haver efeitos prejudiciais da aplicação de lodo contendo metais pesados, em 

curto prazo, não possa ocorrer efeitos prejudiciais sobre as atividades e 

comunidades microbianas posteriormente (WITTER ET AL., 1994). Desta forma, a 

utilização de lodo de esgoto em solos agrícolas deve ser continuamente assistida e 

planejada cuidadosamente. Isso se torna ainda mais presente nas áreas que 

recebem por longo tempo aplicações elevadas de lodo, em razão de esse resíduo 

conter moléculas orgânicas de grande persistência no ambiente, que podem ser 

nocivas aos micro-organismos do solo. A utilização de altas doses de biossólidos 

pode aumentar o potencial de impacto ambiental, devido à presença de espécies 

químicas tóxicas, implicando em modificações na diversidade biológica do solo e 

alterações de sua funcionalidade (WITTER ET AL., 1994). A diminuição da 

diversidade microbiana no solo pode, em última análise, resultar em diminuição da 

ciclagem de nutrientes e crescimento de plantas, muito embora a maioria das 

atividades microbianas apresente alto grau de redundância funcional. 

A aplicação de lodo de esgoto resultou em incremento na comunidade e 

estrutura de fungos nos dois solos avaliados. A técnica da PCR-DGGE permitiu a 

identificação de variações na diversidade e estrutura de comunidades fungicas em 

solo tratado com lodo de esgoto. Os resultados obtidos corroborram os obtidos por 

outros autores (MUYZER ET AL., 1993; CARVALHO, 2012; COSTA ET AL., 2012; 

DAGHINO ET AL., 2012; POULSEN ET AL., 2013). 
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O efeito da adição de lodo de esgoto, incluindo lodos ricos em cádmio, cobre 

e zinco foi observado na composição da comunidade de fungos do solo usando-se 

rDNA e rRNA em perfil de DGGE (ANDERSON, 2008). A ausência de efeito negativo 

do lodo de esgoto sobre a comunidade de fungos do solo pode ter ocorrido porque 

ao longo dos treze anos não houve acumulo de metais pesados no solo (LIMA, 

2011). A adição de lodo de esgoto alterou os padrões de bandeamento em DGGE, 

no entanto não houve efeito adicional de aumento de concentrações de metais 

pesados no solo. De acordo com KozdrKoj, 2001 solos com adição de metais 

pesados podem ser caracterizados por uma comunidade diferente em riqueza e 

estrutura de populações de micro-organismos dominantes de um solo através da 

técnica PCR-DGGE, o que corrobora com os resultados encontrados neste trabalho. 

No presente estudo diferenças de diversidade e riqueza foram encontradas 

apenas em LVef, nas menores doses de lodo (0 e 5) em solo não rizosferico. Val-

Moraes et al., (2011), relata que estrutura da comunidade microbiana pode variar de 

acordo com as doses de lodo de esgoto aplicadas ao solo. Os autores descrevem 

que em doses menores do resíduo aplicado pode haver o favorecimento da 

comunidade microbiana enquanto doses maiores podem a inibir.  

Fungos são particularmente adaptados em degradar substâncias complexas, 

como exemplo, substâncias contidas em lodo de esgoto. Este fato favorece a 

resiliência da comunidade de fungos de solos que receberam a adição de resíduos 

como o lodo de esgoto, fato ocorrido neste estudo. A habilidade dos fungos em 

degradar substratos complexos de origem vegetal representa até 90% da 

produtividade primária na maioria dos ecossistemas terrestres. O equilíbrio dinâmico 

das populações na comunidade de fungos do solo pode sofrer modificações 

influenciadas pelas interações benéficas e/ou antagônicas dos micro-organismos, 

determinando a composição qualitativa e quantitativa da comunidade (RAVERKAR & 

KONDE, 1988), o que também justifica o aparecimento de amplicons (UTOS) 

diferentes, nos perfis de DGGE de cada amostra dos solos estudados.  
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 Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o uso de lodo de esgoto 

não influencia negativamente a comunidade de fungos nos solos tratados ao longo 

de 13 anos. No entanto, na literatura existem relatos de efeitos positivos e negativos 

da aplicação de lodo de esgoto. Quando aplicado ao solo, causa alterações na 

estrutura e no funcionamento do agroecossistema, sendo a comunidade microbiana 

um dos componentes mais sensíveis, podendo ser utilizada como indicador da 

qualidade dos solos (DICK, 1994; GILLER ET AL., 1998). A aplicação de lodo de 

esgoto pode tanto estimular, devido ao aumento de carbono e nutrientes disponíveis, 

como inibir, devido à presença de metais pesados e outros poluentes, a atividade 

microbiana do solo (BAATH, 1989; GILLER ET AL., 2009; MACDONALD ET AL., 

2011). A aplicação de lodo de esgoto contendo Zn afetou negativamente a 

população de rizobio indígena de trevo branco (CHAUDRI ET AL., 2008). O 

comportamento da população microbiana depende da qualidade e da quantidade 

dos resíduos que estão sendo adicionados ao solo. Alguns trabalhos descrevem que 

a aplicação de lodo de esgoto aumentou a atividade microbiana no solo 

(FERMANDES, 2005; MELO ET AL., 2007; ANTONIOUS, 2009; VAL-MORAES ET 

AL., 2011). Dessa forma, é indispensável em estudos sobre o uso agrícola do lodo 

de esgoto o conhecimento sobre as alterações nas comunidades e nas atividades 

microbianas do solo, uma vez que os micro-organismos têm vital importância e 

assumem a função de biorremediadores, na degradação de agentes poluidores. 

Muitos avanços ocorreram no que diz respeito à avaliação ecotoxicológica de metais 

pesados e seus efeitos sobre organismos do solo, mas grandes lacunas 

permanecem no que diz respeito á forma de como os micro-organismos são 

expostos e respondem a adição de metais pesados em solos (GILLER, 2009). Neste 

trabalho os metais pesados presentes no lodo de esgoto não resultaram em efeitos 

negativos sobre as comunidades fúngicas dos solos estudados. 

A diversidade de fungos em amostras ambientais vem sendo estudada 

detalhadamente (VAINIO E HANTULA, 2000; HIBBETT ET AL., 2009; CARVALHO, 
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2012). A tecnica do DGGE é uma das mais indicadas em estudos que requerem a 

avaliação da distribuição temporal e espacial de populações de fungos do solo, 

tornando também possível conhecer a sua diversidade e estrutura (COSTA ET AL., 

2012). É amplamente utilizada em estudos de microbiologia ambiental e ecologia 

microbiana (MUYZER, 1999). Se torna uma prática muito adequada quando o 

objetivo é comparar duas ou mais amostras. Se o padrão de amplicons 

(bandeamento) apresentado for diferente, então, certamente as comunidades 

microbianas apresentam diferenças, caso o padrão de amplicons seja o mesmo, 

então as diferenças podem estar representadas pelas mesmas comunidades 

microbianas (MUYZER, 1993). Os perfis obtidos refletem a composição dominante 

da microbiota, formando um padrão entre as amostras analisadas. Outra forma de 

interpretação dos géis pode ser em relação à intensidade das bandas presentes nos 

perfis, onde a intensidade estaria diretamente ligada à densidade populacional de 

bactérias presentes na amostra (FROMIN et al., 2002). A diversidade das 

populações de fungos amostradas nos diferentes tratamentos não sofreu efeito 

negativo da aplicação de lodo de esgoto o que indica que o uso destes resíduos é 

seguro sobre o ponto de vista ambiental e que o metal pesado acumulado no solo 

não atingiu nível de toxidez para os fungos presentes no solo.  

Exemplos de estudos envolvendo diversidade de fungos, como o proposto 

neste estudo, são os conduzidos por O’Brien et al., (2005), Buée et al., (2009) e Lim 

et al., (2010). Estes autores descrevem a identificação de variadas sequencias de 

fungos, onde algumas UTOS eram de única ocorrência e algumas UTOS eram 

grupos taxionômicos das amostras de solos estudados. 

O levantamento de fungos no solo tem sido eficaz para ampliar o 

conhecimento sobre a diversidade desses micro-organismos, permitindo que novas 

espécies sejam conhecidas e novos registros sejam feitos, o que abre a 

possibilidade de sua posterior utilização em diversos fins (MARQUES ET AL., 2008; 

CARVALHO, 2012; COSTA ET AL., 2012).  
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Um importante resultado para complementar os resultados obtidos neste 

trabalho é o sequenciamento das amostras decorrentes das clonagens e 

identificação das espécies fúngicas predominantes nas amostras. Estes dados serão 

importantes para indicar se espécies ou comunidades fúngicas presentes nos solos 

que receberam lodo de esgoto sofreram efeito especifico da aplicação deste resíduo.  

 

5 CONCLUSÕES 

 

  A utilização de lodo de esgoto não influenciou negativamente a comunidade 

fúngica nos solos estudados após 13 anos de aplicação. 

A utilização de lodo de esgoto promove o incremento de fungos e/ou 

comunidades fúngicas em LVef e LVd. 

A técnica da PCR-DGGE foi eficiente ferramenta utilizada na identificação de 

mudanças ocorridas na estrutura de comunidades fúngicas. 
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