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"A maior soliddo ¢ a do homem encerrado em si mesmo, ho
absoluto de si mesmo, e que ndo dd a quem pede o que ele
pode dar de amor, de amizade, de socorro.”

Vinicius de Moraes

No entanto até mesmo o mais absoluto dos seres. ..

"Depois de algum tempo aprende que realmente pode
suportar.. que realmente é forte, e que pode ir muito mais
longe depois de pensar que ndo se pode mais. E que realmente
a vida tem valor e que tem valor diante da vidal E as ddvidas
sdo traidoras e nos fazem perder o bem que poderiamos
conquistar se ndo fosse o medo de tentar.”

Willian Shakespeare

£ descobre gue vale a pena tentar e descobre gue...

“Sua profissdo ndo ¢ aquilo que traz para casa o seu saldrio. Sua profissdo € aquilo
que foi colocado na Terra para vocé fazer com tal paixdo e tal intensidade que se
torna chamamento espiritual.”

Vicente Van Gogh
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IMPACTO DO LODO DE ESGOTO NA COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO:
AVALIAGAO POR MICROARRANJO DE DNA

Resumo - O lodo de esgoto tem sido utilizado como fertilizante organico em
substituicdo ao fertilizante quimico. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de lodo
de esgoto, oriundo da Estacdo de Tratamento de Barueri em Sao Paulo, sobre a
populagdo bacteriana do solo através da andlise de microarranjo de DNA. Os
tratamentos foram sem adi¢cdo e com adi¢ao de lodo de esgoto, sendo este adicionado
em quantidades equivalentes a uma e a oito vezes a dose de Nitrogénio mineral
recomendada para o cultivo de milho. As amostras de solo foram coletadas no Campo
Experimental da Embrapa Meio Ambiente, em Jaguaritna (SP), em areas que ja vem
sofrendo aplicagdes de lodo similar por 5 anos. As coletas foram feitas seis dias antes
da aplicacao do lodo, época referente ao final da primavera; e 67 dias apds a aplicacao
do lodo, época referente ao final do verdo e antecedente ao plantio do milho. Para a
andlise da comunidade bacteriana foi construido um microarranjo ambiental em lamina
de vidro contendo 1560 sequéncias parciais do gene 16S rRNA de procariotos.
Avaliaram-se também os teores totais P, Cu, Fe, Mn, Zn e S acumulados nos solos
apdés a aplicacao do lodo. A técnica de microarranjo foi eficiente para avaliar as
alteragbes na comunidade bacteriana. E pode ser observada uma grande variagao na

populacao de bactéria, principalmente nos solos tratados com altas doses de lodo.

Termos de indexacédo: diversidade de microrganismo, 16S rDNA, nitrogénio, RNA
ribossomal, DNA chip



IMPACT OF SEWAGE SLUDGE ON BACTERIAL SOIL COMUNITY:
EVALUATION BY DNA MICROARRAY

SUMMARY - Sewage sludge has been used as organic fertilizers to replace in
substitution chemical fertilizer. The objective of this study was to evaluate the effect of
sewage sludge from the Station of Treatment of Barueri Sdo Paulo State on the
structure of the bacterial communities through DNA microarray analysis. The treatments
were without addition sewage sludge and an N supply to one and eight times the dose of
N recommended for mineral fertilization in maize. Soil samples were collected on
Experimental Area of the Embrapa Environment, in Jaguariina, S&o Paulo State, at the
end of the spring, six days before sewage sludge application and at the end of the
summer, 67 days after the treatment applications), before the maize plantation. In order
to analyze bacterial communities it was constructed a glass slide microarray
environmental with 1.560 partial sequences of the gene 16S rRNA from prokaryotes that
have been the majority different and from bacteria. The total contents of Cu, Mn, Ni, Pb
and Zn accumulated in the soil after sewage sludge application was evaluated through
out chemical analyses. Great variation in the bacterial population was found, mainly in
the soil treated with the higher dose of sewage sludge. The DNA microarray technique

was efficient to evaluate the alterations on the bacterial communities.

Index terms: microorganism diversity, 16S rDNA, nitrogen, RNA ribosomal, DNA chip
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I. INTRODUCAO

A presenca ou auséncia de algumas espécies de microrganismos em um habitat,
como o solo, por exemplo, parece nao ser tdo importante quanto a manutencao da
diversidade deles. Isso porque a abundéncia de uma espécie reflete de forma mais
imediata a flutuacao microbiana de curto prazo, e a diversidade revela o equilibrio entre
os diversos organismos e os dominios funcionais no solo durante o passar do tempo
(LAVELLE, 2000).

A andlise da diversidade de microrganismos, realizada através de técnicas
moleculares, vem sendo utilizada como indicador da qualidade do solo. Essas técnicas
tém favorecido a avaliacdo microbiolégica dos mesmos em amostras de diversos
ambientes (TIEDJE et al., 2001). A composicdao e a diversidade de comunidades
microbianas podem ser usadas como indicadores da qualidade do solo, pois respondem
rapidamente as mudancas ambientais. No entanto, ainda é dificil interpretar o processo
de formagéao dessa composi¢ao, pois sdo pouco conhecidos os papéis especificos de
muitos organismos na qualidade do solo (SMIT et al., 2001; JOHNSON et al., 2003).

Na ultima década uma poderosa tecnologia conhecida como microarranjo de
DNA tem causado grande impacto no estudo interativo dos acidos nucléicos. A alta
densidade de arranjos é efetiva para deteccao quantitativa e expressao de genes em
amostras complexas. Sendo assim, o microarranjo tornou-se uma técnica importante na
caracterizacdo de genes oriundos de organismos presentes em diferentes ambientes,
tais como agua e solo (SPIRO et al., 2000, WILSON et al., 2002).

O uso da técnica de microarranjo constitui de uma ferramenta eficiente para o
estabelecimento de perfis das comunidades microbianas e quantificagdo das mudancgas
na microbiota do solo, em sedimentos e na &agua, assim como indicador de
microrganismos envolvidos em sistemas de biorremediacdo (SPIRO et al., 2000). Foi
somente com a utilizacdo de microarranjo que SANGUIN et al. (2006) observaram a
presenca marcante de alguns grupos filogenéticos sob duas condicdes experimentais
em amostras de solos, sendo estas provenientes de solos de rizosfera de cultivo com
milho e solo sem cultivo. Esses autores ressaltaram ainda a confiabilidade da tecnologia

de microarranjo de DNA para comparar comunidades bacterianas.
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Além disso, através de microarranjo DENNIS et al. (2003) conseguiram analisar a
expressao de genes envolvidos no metabolismo de bactérias em uma comunidade
microbiana complexa presente em lodo de esgoto e concluiram que os microarranjos de
DNA sao Uteis para detectar bactérias que habitam ambientes aquéticos e sistemas
complexos.

O lodo de esgoto vem sendo aplicado em diversas culturas em taxas suficientes
para suprir as necessidades de nitrogénio e de micronutrientes das plantas (BETTIOL &
CAMARGO, 2000; TSUTIYA, 2001). Essa utilizagao agricola do lodo tem se mostrado
uma alternativa bastante viavel tecnicamente, tendo em vista o potencial fertilizante e
condicionador das propriedades fisicas e quimicas do solo, apresentado por este
residuo orgéanico (TRIGUEIRO & GUERRINI, 2003).

Entretanto € conhecido que as plantas podem funcionar como uma importante
barreira restringindo a absorcao de alguns elementos do solo, assim como podem ser
um veiculo de transferéncia de contaminantes do solo para niveis mais altos da cadeia
tréfica. Para alguns metais, tais como cobre, zinco, niquel, boro e manganés, a planta
nao consegue estabelecer qualquer protegdo quanto as suas entradas na cadeia
alimentar (BETTIOL & CAMARGO, 2000), portanto, o acumulo desses elementos em
determinadas culturas agricolas pode levar a presenca de niveis indesejaveis desses
metais, que pode ocorrer em niveis muito inferiores daqueles previstos na legislagao
ambiental. Desse modo, LIMA et al. (2001) ressaltaram que a utilizagdo do lodo de
esgoto requer critérios e conhecimento sobre o tipo de residuo usado, bem como sobre
a interacdo do mesmo no sistema solo-planta, ja que alguns residuos podem provocar
danos ao meio ambiente através do acumulo de metais pesados na cadeia tréfica. Sera
que os beneficios do lodo de esgoto (N e P) compensam os futuros danos que pode
sofrer tanto a biota do solo como a saude dos consumidores com o risco de toxidez com
as chamadas proteinas hiperacumuladoras de metal pesado produzidos por indugcao em
algumas hortalicas de consumo direto?

Varios estudos no Brasil comprovaram a eficacia do uso agricola de lodo de esgoto
(BERTON et al. 1989; MELO & MARQUES, 2000; GUEDES & POGGIANI, 2003;
RANGEL et al., 2006) principalmente quanto a quantidade de nitrogénio e fésforo
disponivel para o metabolismo das plantas. No entanto, existe a necessidade de se
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conhecer mais sobre comunidade bacteriana ativa no lodo de esgoto e o efeito desse
produto na populagéo do solo onde ele é utilizado.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto causado nos principais
grupos de bactérias encontrados no solo quando estes sdo tratados com lodo de
esgoto, através do uso de microarranjo de DNA.

Il. REVISAO DE LITERATURA

1. Uso do Lodo de Esgoto

Um grave problema observado em regides metropolitanas e em cidades de porte
médio que implantaram sistemas de tratamento de esgoto sanitario esta relacionado ao
destino do lodo produzido em suas estagdes de tratamento (SOBRINHO, 2001). Apds o
tratamento do esgoto, o lodo gerado passa por processos de secagem, estabilizacdo
para eliminacdo e/ou inibicdo de odores, higienizacao e disposicao final. Antes de sua
destinagdo final, 0 mesmo passa pela remocdo de organismos patogénicos
(higienizacao), tal operacao faz-se necessaria se seu destino for a reciclagem agricola,
garantindo assim um nivel de patogenicidade que, ao ser disposto no solo, ndo venha a
causar riscos a saude e impactos negativos ao meio ambiente (MIKI et al, 2001;
SPERLING & GONCALVES, 2001; TSUTIYA, 2001; PINTO, 2001).

Um fator fundamental no sucesso de um sistema de saneamento é o destino final
adequado do lodo (SPERLING & ANDREOLI, 2001). Entretanto, € muito comum que os
projetos de Estacdes de Tratamento de Esgotos (ETEs) omitam o tema da gestao de
residuos, fazendo com que esta complexa atividade seja realizada sem planejamento
pelos operadores das estacgdes, e muitas vezes em condi¢cdes emergenciais. Por esta
razao, alternativas inadequadas de disposicéao final tém sido adotadas, comprometendo
os beneficios dos investimentos realizados nos sistemas de esgotamento sanitario.

A aplicacédo de lodo de esgoto tem sido recomendada em culturas perenes e
anuais, cujas partes comestiveis ndo entram em contato com o residuo, e em
pastagens e reflorestamentos (ANDREOLI et al., 1999; BETTIOL & CAMARGO, 2000).
Embora ja existam evidéncias do aumento na produtividade de diferentes culturas, entre

elas o milho, com a aplicagdo de lodos de esgotos urbanos (BISCAIA & MIRANDA,
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1996; SILVA et al., 2002a), estudos sobre a viabilidade de uso agricola de lodos de
origem industrial sdo poucos e desenvolvidos com residuos diversificados, como os de
curtume e de carboniferos (KONRAD & CASTILHOS, 2002; FERREIRA et al., 2003).
Os rejeitos carboniferos constituem-se de rocha fragmentada, compostos sulfurados e
carvao de baixa qualidade. Os compostos sulfurados encontram-se principalmente na
forma de pirita (FeS,) e outros sulfetos. (ROGOSWSKI et al., 1977).

Segundo MELO & MARQUES (2000) a utilizacdo do lodo melhora as
propriedades fisicas do solo, destacando a melhoria no estado de agregacdo das
particulas do solo, com consequente diminuicdo da densidade e aumento na aeragao e
retencdo de agua.

Maior estabilidade de agregados em solo que recebeu adi¢do de lodo de esgoto
foi verificada por EPSTEIN (1975), enquanto JORGE et al. (1991), estudando a adicao
desse material em Latossolo Vermelho-Escuro verificaram aumento da agregacao do
solo em relacao a testemunha. Solos submetidos a aplicacdo de lodo de esgoto e lixo
urbano apresentaram reducao da resisténcia a penetracdo (AGGELIDES & LONDRA,
2000). Por outro lado, foi verificado por SOUZA et al. (2005) o incremento da umidade e
resisténcia do solo a penetracao, bem como redugéo do teor de Matéria Organica (MO)
com a profundidade. Este resultado confirma os estudos de BEUTLER et al. (2002), que
notaram maior resisténcia do solo a penetragdo e umidade gravimétrica relativo a
aplicacdo de diferentes doses de lodo de esgoto nas camadas (0,00-0,4 m) em
Latossolo Vermelho distréfico tipico e Latossolo Vermelho Eutroférrico.

Quanto aos aspectos quimicos, a aplicacao de lodo ao solo tem proporcionado
elevacao dos teores de fésforo (SILVA et al., 2002), de carbono organico (CAVALLARO
et al., 1993), da fracdo humica da matéria organica (MELO et al., 1994), do pH, da
condutividade elétrica e da capacidade de troca de cétions (OLIVEIRA et al., 2002).

De modo geral, quando o lodo recebe cal durante seu tratamento, sua aplicagcao
ao solo promove aumento do pH, diminuicdo da acidez potencial e do aluminio trocavel.
O aumento do pH do solo é devido a formagdo de ion aménio devido a oxidagao do
nitrogénio organico, presente em grande quantidade no lodo de esgoto (MELO &
MARQUES, 2000). O pH do solo é frequentemente considerado uma das variaveis mais
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importantes do solo e pode afetar uma grande quantidade de processos e reacdes
quimicas que ocorrem no solo.

O pH do solo afeta significativamente a disponibilidade de nutrientes nele
(SPARKS, 1995). Em pH acido o Al, o Fe e o Mn tornam-se mais soluveis e podem ser
toxicos para as plantas, porém quando o pH do solo aumenta a solubilidade desses
elementos diminui e podem ocorrer precipitagdes. As plantas podem, portanto sofrer
deficiéncias de algum elemento quando o pH aumenta acima da neutralidade.

Quanto ao fésforo, existem trabalhos que levantam duvidas sobre o potencial do
lodo de esgoto em aumentar sua disponibilidade no solo, mas a maioria das
publicacbes aponta para expressiva contribuicdo do lodo em relacdo ao fésforo
disponivel (MELO & MARQUES, 2000). O teor de P obtido, pelo método da resina,
aumentou linearmente com a dose de lodo de esgoto em experimentos de campo, com
cana de agucar em latossolo e terra roxa estruturada (MELO & MARQUES, 2000). Os
autores verificaram ainda aumento dos teores de Ca e S extraiveis, com 0 aumento da
dose de lodo de esgoto, e diminuicdo do teor de Mg extraivel, pela aplicagdo de 0, 15 e
30 t ha "' de um lodo de esgoto obtido na ETE de Barueri/SP.

A presenga de metais pesados constitui uma das principais limitagdes ao uso do
lodo na agricultura. Metal pesado é um termo geral aplicado para o grupo de metais e
metaldides com uma densidade maior que 6 g/cm® (ALLOWAY 1993). Os principais
metais e metaldides considerados téxicos sao arsénio (As), berilio (Be), cadmio (Cd),
cobalto (Co), cromo (Cr), cobre (Cu), molibdénio (Mo), niquel (Ni), chumbo (Pb),
antiménio (Sb), escandio (Sc), titanio (Ti), vanadio (V), Zinco (Zn) e ainda ferro (Fe),
manganés (Mn) e aluminio (Al) que, apesar de serem nutrientes para as plantas, em
grandes concentracdes podem ser téxicos (LARCHER, 2000, SIEGEL 2002, TAIZ &
ZEIGER 2004).

De modo geral, as concentragbes de metais encontradas no lodo sdo muito
maiores que as naturalmente encontradas em solos, dai a necessidade de avaliagéo
dos riscos associados ao aumento desses elementos no ambiente em decorréncia da
aplicacao desse residuo (NASCIMENTO et al., 2004). Esses riscos dependem de
caracteristicas do solo, tais como: conteudo original do metal, textura, teor de matéria

organica, tipo de argila, pH e capacidade de troca catibénica (CTC). Pois, os metais
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pesados contidos em solos contaminados podem inibir a mineralizacao, a nitrificacao e
a decomposicdo da matéria organica (TSUTIYA, 2001). Esses metais no solo podem
prevalecer sob formas de elementos que se caracterizam por ndo serem totalmente
disponiveis as plantas, considerando assim a sua capacidade de adsor¢do devido a
formacdo de quelatos com a matéria organica (MARQUES et al, 2001; SILVA et al,
2001). Os metais pesados contidos nos lodos de esgoto sdo divididos em duas
categorias, dependendo do risco que eles representam. Os metais que oferecem
pequeno risco sao o Mn, Fe, Al, Cr, As, Se, Sb, Pb e 0 Hg. Os metais potencialmente
perigosos aos homens e aos animais séo o Zn, Cu, Ni, Mo e o Cd. Dentre esses, alguns
sao micronutrientes essenciais para as plantas (Cu, Fe, Mn, Mo e Zn), e outros
benéficos (Co, Ni e V) (SILVA et al, 2001; TSUTIYA, 2001).

Segundo ANDREOLI & PEGORINI (2000), o uso agricola do lodo de esgoto tem
sido pesquisado em todo o mundo, ndo havendo registro de nenhum efeito adverso
sobre o ambiente, por exemplo, poluigdo com metais pesados, quando o mesmo foi
utilizado seguindo quaisquer umas das diferentes regulamentagbes existentes.
Entretanto, a longo prazo, o aumento da concentracdo de metais no solo resultante da
aplicacao do lodo torna-se uma preocupacao justificada, pois, se ndo adequadamente
controlado, pode ameacar a cadeia tréfica (HUE, 1995). Os metais pesados liberados
no ambiente se acumulam nos organismos, percorrendo as cadeias tréficas, a partir da
acumulacdo em plantas e destas passando aos herbivoros e carnivoros, inclusive os
humanos. Além disso, 0s metais pesados permanecem no ecossistema em
concentracdes perigosas por um longo periodo, sobretudo nos sedimentos (LARCHER
2000, SIEGEL 2002).

Quanto a disponibilizagdo do nitrogénio pelo tratamento com lodo de esgoto,
WISEMAN & ZIBILSKE (1988) demonstraram que a taxa inicial de mineralizacdo do N
organico, em solo suplementado com lodo de esgoto que ja havia previamente recebido
o lodo, foi maior em decorréncia da aclimatacdo da microbiota do solo ao substrato. Por
outro lado, LINDERMANN et al. (1988) ndo observaram efeitos da prévia
suplementac&o do solo com lodo na mineralizagdo do mesmo recentemente aplicado.

Considerando a alta exigéncia do milho a adubacédo e niveis de nitrogénio, e
consequentemente seu elevado poder de absor¢cao de nutrientes, como observado por
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GLOAGUEN et al. (2005), essa cultura tem sido utilizada com freqtiéncia na disposicéao
controlada de efluentes de esgoto. Desse modo, VIEIRA & CARDOSO (2003)
estudaram a disponibilidade de N mineral no solo ap6s a aplicagao de lodo de esgoto,
em dois plantios consecutivos de milho, em duas épocas diferentes (periodo da seca e
periodo das aguas). Os autores verificaram um decréscimo na quantidade de N mineral
encontrado na época das aguas e sugeriram que tal diminuicdo de N mineral poderia
estar relacionada a um efeito toxico do lodo de esgoto, quando aplicado de forma
sequenciada, sobre os microrganismos do solo. Desse modo os pesquisadores
propuseram que a adicdo do lodo poderia provocar um acumulo de substancias
organicas toxicas a microbiota, prejudicando a mineralizagdo do nitrogénio.

E por fim o lodo de esgoto pode contribuir para a degradacdo dos solos e
provocar desequilibrios fisico-quimicos, biolégicos e nutricionais. Os patdgenos podem
ser facilmente eliminados dos lodos de esgoto pelos métodos de higienizacao
disponiveis. No entanto, os metais pesados podem inviabilizar sua disposicdo no solo,
pois, pode poluir o solo pela concentragéo elevada de elementos tdxicos ou fitotdxicos.
Sua presencga pode provocar alteragées na comunidade microbiana do solo e, com isso,
afetar a funcionalidade do agroecossitema, induzindo aos problemas como doengas e
pragas em plantas e ainda pode reduzir a comunidade de organismos benéficos a estas
plantas. Podem também alterar a ciclagem de nutrientes como o C e o N, de
importancia fundamental para o crescimento vegetal, interferindo sobre a dindmica do C
em nosso planeta, podendo contaminar o0 meio ambiente através da lixiviagdo excessiva
do nitrato (NO3’), perdendo a amédnia para a atmosfera e do carreamento do P para
cursos d’agua através da erosdo. Os processos alcalinos envolvidos na higienizacao
dos lodos de esgoto podem elevar o pH dos solos a niveis inadequados, provocando
distarbios sobre a disponibilidade de nutrientes e a utilizagdo frequiente desse lodo,
pode adicionar grandes quantidades de Ca e Mg no solo, provocando o desequilibrio de
nutrientes e, num estagio mais avang¢ado, salinizagdo do solo (MELFI & MONTES,
2001; LUDWICK & JONHSTON, 2002; BAYER & MIELNICZUK, 1999; ANDREOLI et al,
2001; TSUTIYA, 2001; CARVALHO & BARRAL, 1981; MELO et al, 2001).
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2. DIVERSIDADE BACTERIANA

A diversidade de microrganismos do solo é supostamente tdo ampla quanto
desconhecida, estima-se que um grama de solo pode conter 10 bilhdes de
microrganismos, representando milhares de espécies (ROSSELO-MORA & AMANN,
2001).

Segundo KENNEDY (1999) a diversidade funcional compreende a diversidade
das atividades microbianas no solo, sendo esta de grande importancia em avaliacoes
ecolégicas dos microrganismos dentro do ecossistema, sobretudo porque se conhece
muito pouco sobre a relagdo entre diversidade estrutural e funcional desses
microrganismos. Portanto, existe um consenso de que a diversidade microbiana esta
diretamente relacionada a estabilidade do ecossistema.

Os microrganismos do solo podem ser classificados em grupos funcionais de
acordo com suas atuacbes nos processos biolégicos do ecossistema, como os
microrganismos envolvidos no ciclo do nitrogénio (diazotréficos, desnitrificadores,
amonificadores) e os envolvidos no ciclo do carbono, desde os degradadores de
polimeros complexos, até Arqueas, incluindo os organismos metanogénicos e
metanotréficos (TORSVIK & @VREAS, 2002).

Quanto ao metabolismo microbiano, o padrao de resposta no ecossistema, é que
a diversidade funcional em uma &rea sem vegetacao, inicialmente seja baixo, e a
medida que a vegetacdo se estabelece, a diversidade metabdlica microbiana cresce
rapidamente. Porém, em estagios de sucessao vegetal mais avancado, a abundéancia
relativa das atividades metabdlicas dos microrganismos se reduz, mantendo-se estaveis
(TORSVIK & @VREAS, 2002).

Desse modo, é postulado universalmente, que a perda de elementos de um
grupo funcional de um ecossistema pode comprometer em maior ou menor escala o0s
processos por eles desempenhados. Uma vez que 0s processos ecoldgicos estdo
interligados e séo interdependentes, perdas significativas podem levar a uma ruptura do
fluxo energético no ecossistema (PETERS et al., 2000).

O conceito de abundancia no ecossistema tem sido referido a manutencao das
fungdes bioquimicas deste, mesmo quando ocorre a substituicdo de um determinado

organismo por outro (WALKER, 1992). Isso se deve ao fato de que organismos
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funcionalmente semelhantes exibem vérias formas de sobrevivéncia, adaptando-se a
diferentes condicbes de crescimento e suportando adversidade de diferentes
ambientes, habitats e nichos. Sendo que, mesmo sob um distdrbio, um solo que
apresenta vastas fungdes no ecossistema € capaz de manter em equilibrio os
processos ecoldgicos. Essa abordagem definida como resiliéncia refere-se ao
tamponamento dos efeitos de disturbios externos ao ecossistema. Esse tamponamento
depende diretamente da biodiversidade e das interacdes entre os processos ecoldgicos
(PERRY et al., 1989).

Os microrganismos apresentam grande potencial como indicadores da qualidade
do solo por estarem tdo intimamente associados aos processos ecolégicos do ambiente
(HOFMAN et al.,, 2003). Portanto, tém sido realizadas tentativas de se associar a
diversidade de microrganismos do solo com a qualidade deste. Nesse sentido SMIT et
al. (2001) usaram dados da sequéncia do gene 16S rRNA da literatura das cinco
divisbes bacterianas (Acidobactéria, Proteobactéria, Nitrospira, Cianobactéria e
bactérias verdes sulforosas), para comparar a relacao entre a abundancia dos grupos
microbianos e as condi¢oes de fertilidade do solo. Esses autores ainda sugeriram que a
razdo entre o numero de Proteobactéria e Acidobactéria serve como indicativo da
condicao nutricional do solo.

Estima-se que a maioria das células bacterianas de ambientes aquatico e
terrestre (>99%) ndo possa ser isolada através do cultivo em placas devido a
inadequacao dos meios de cultura (AMMAN et al., 1995). Considerando a limitacao das
técnicas de cultivo tradicionalmente aplicadas aos estudos de ecologia microbiana, para
a obtencéo de dados mais completos sobre as interagdes e estrutura de comunidades
bacterianas, é indispensavel o uso de métodos baseados na caracterizacao de acidos
nucléicos (TEIXEIRA, 2003). Estudos de diversidade de microrganismos de um
ambiente, em geral ressaltam que a extragao direta de DNA deste com subsequente
amplificacdo por PCR indicam maior diversidade do que se pode observar a partir do
isolamento dos microrganismos. Isso ocorre, pois em muitos casos 0s organismos
isolados de uma determinada amostra ambiental nem sempre sao representativos da
complexidade ou refletem as populagcdes dominantes na amostra (HEUER & SMALLA,
1997).
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A andlise da estrutura e diversidade microbiana utilizando DNA gendmico
extraido diretamente de amostras ambientais tem permitido um avanco no estudo da
ecologia de microrganismos (O‘'DONNELL & GORES, 1999; RANJARD et al., 2000),
assim como a determinacdo dos microrganismos (classificados ou nao) mais
frequentemente encontrados nos diversos habitats.

Os microrganismos do solo sdo responsaveis pela manutencdo do mesmo
atuando nos ciclos Biogeoquimicos. A fracdo viva e ativa da matéria organica é
constituida pelos microrganismos que representam cerca de 60% a 80% e sao
responsaveis pela fertilidade dos solos atuando em processos de imtemperizacdo das
rochas, formagdo e manutencdo da sua estrutura, decomposicdo de residuos
organicos, formagdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes, biorremediacdo de
poluentes e metais pesados.

2.1. Acidobactérias

Embora o filo Acidobactéria tenha apenas trés espécies descritas,
Acidobacterium capsulatum, Geothrix fermentans e Holophaga foetida, assim como
alguns isolados recentemente identificados (JANSSEN et al., 2002; SAIT et al., 2002), a
maioria das Acidobactérias ndo sao cultivaveis e sdo conhecidas somente por suas
seqguéncias do gene 16S rRNA. Portanto, as Acidobactérias podem ser encontradas em
diversos habitats através do uso de ferramentas moleculares baseadas na sequiéncia
do gene 16S rRNA. A diversidade, a ubiglidade e a abundancia filogenética deste
grupo, particularmente em habitats do solo, sugerem um importante papel ecolégico e
uma extensiva versatilidade metabdlica. Entretanto, a genéticas e fisiolégicas sobre as
Acidobactérias ainda sdo escassas (QUAISER et al., 2003).

2.2. Actinobactérias

O filo Actinobactéria (STACKEBRANDT et al.,, 1997) compreende o grupo de
organismos com alto teor de G+C da familia Actinomycetales e géneros relacionados.
Sendo que, os mais comuns sao: Arthrobacter, Corynebacterium, Nocardia,

Rhodococcus, Streptomyces e Mycobacterium.
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Os representantes de Actinobactérias sdo conhecidos como bactérias de cultivo
lento e produtoras de antibiéticos, sendo, frequentemente encontradas em solos de
pastagem (DUNBAR et al., 2002). As andlises das sequéncias do gene 16S rRNA das
comunidades microbianas encontradas na regido dos paises baixos na Holanda

resultaram em mais de 70% dos clones pertencentes a este filo (SMIT et al., 2001).

2.3. Bacteroidetes

As bactérias do filo Bacteroidetes sdo microrganismos encontrados em diversos
habitats e também sdo conhecidos por apresentar caracteristicas quimiorganotréficas
capazes de degradar varios polimeros tais como: celulose, quitina, pectina
(REICHENBACH, 1992; KIRCHMAN, 2002).

2.4. Chlorobi

Os microrganismos classificados como pertencentes ao filo Chlorobi sdo também
conhecidas como bactérias verdes sulforosas. Essas bactérias sdo comunidades
microbianas complexas geralmente encontradas em lagos estratificados, em
sedimentos marinhos laminados, em sistemas aquaticos e locais que contém enxofre
elementar, pois utilizam compostos reduzidos de enxofre no metabolismo energético.
Sdo organismos estritamente anaerébios e fototroficos obrigatérios. Apresentam
morfologia diversa, tais como, bacilos sem motilidade, espirilos e cocos (PFENNIG,
1989).

2.5. Chloroflexi

GARRITY & HOLT (2001), propuseram formalmente através do Manual Bergey a
substituicio da nomenclatura das bactérias conhecidas como “green-non-sulfur’
(WOESE, 1987), para o filo Chloroflexi que s@o organismos estritamente anaerdbios e
fototroficos obrigatérios filamentosos que apresentam morfologia bastante diversa,
incluindo bacilos sem motilidade, espirilos e cocos. Sendo encontrados em sistemas
aquaticos e locais que contém enxofre elementar, como aguas termais ou sedimentos
de lagos e rios e frequentemente encontrados nas estagdes de tratamentos de esgoto
(SEVIOUR & BLACKALL, 1999).
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2.6. Cianobactéria

As "algas azuis" ou cianoficeas, modernamente classificadas como
Cianobactéria constituem um filo dentro do reino Monera. Essas bactérias sao
consideradas como sendo os primeiros seres vivos a aparecerem na Terra, com 0 mais
antigo fossil datado em 3.800 milhées de anos (Pré-Cambrico). Acredita-se que as
Cianobactérias tenham tido um papel preponderante na formagdo do oxigénio da
atmosfera. Estes organismos tém uma estrutura procariotica, sem uma verdadeira
membrana nuclear e com os pigmentos fotossintéticos dispersos no citoplasma. As
Cianobactérias sdo de natureza colonial e filamentosa com capacidade de fixarem o
nitrogénio atmosférico, tendo sido descritas pela primeira vez por Strasburg em 1873.

As Cianobactérias sdao encontradas em diversos ambientes e condicdes
extremas desde fontes de aguas termais, com temperatura de aproximadamente 74°C
ou em lagos antarticos com temperaturas préximas de 0°C, outras sao resistentes a alta
salinidade e até em periodos de seca. Mas também podem ser terrestres, habitando
rochas ou solo umido. (http://www.aquahobby.org/articles/b_ciano.php>,_acesso em 22
de margo de 2008).

2.7. Firmicutes

Os representantes do filo Firmicutes estdo descritos como bactérias gram-
positivas aerdbias e anaerdbias com baixo teor de G+C. Sao bactérias que apresentam
0 metabolismo caracterizado como homo e heterofermentacao e respiracao. Dentre os
representantes mais comuns encontram-se bactérias dos géneros Bacillus e
Clostridium. Esses organismos apresentam desenvolvimento rapido quando ha
nutrientes em quantidades suficientes, no entanto, prevalecem somente quando ha
condicbes de disponibilidade de nutrientes em areas com baixa competicdo. Desse
modo podem ser encontrados frequentemente em ambientes instaveis que estejam
passando por transicdo (ATLAS & BARTHA, 1997).

2.8. Gemmatimonadetes
Gemmatimonadetes € uma familia de bactérias, que foram incluidas num filo

proprio (Gemmatimonadetes). O primeiro membro deste filo foi descoberto no ano de
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2003, em lodo ativado de um sistema de tratamento de esgotos. A bactéria recebeu o
nome Gemmatimonas aurantiaca e trata-se de um organismo aerébio, gram-negativo e

parece reproduzir-se por gemulacao (ZHANG et al., 2003).

2.9. Nitrospirae

O primeiro representante do filo Nitrospirae foi descoberto em 1995 numa
tubulacdo de ferro corroida do sistema de aquecimento em Moscou. A bactéria foi
denominada Nitrospira moscoviensis € € um organismo gram-negativo oxidante do
nitrogénio (ALTMANN et al., 2003). O filo Nitrospirae representa um grupo de bactérias
atuantes no ciclo do nitrogénio em ambientes aquaticos através da oxidagédo do nitrato,
mas individuos desse grupo tém sido encontrados também no solo (DUNBAR et al.,
1999; BARTOSCH et al, 2002).

2.10. Planctomycetes

As Planctomycetes sao bactérias aerobias encontradas em habitats aquaticos
(CANHQOS, et al., 1997). No entanto, freqiientemente tém sido encontradas em solos,
em solo de mata supressivo a Rhizoctonia solani (VAL-MORAES, 2003) e de floresta
nativa (SILVEIRA et al., 2006), de terra preta antropogénica da Amazénia Central e
Oriental (CANNAVAN, 2006). CHOUARI et al., (2003) utilizando oligonucletotideos
especificos caracterizaram através de sequénciamento do gene 16S rRNA a
diversidade de Planctomycetales de uma estagao de tratamento de agua.

2.11. Proteobactéria

As Proteobactérias sdao o maior e mais diverso grupo de bactérias cultivadas e
estdo alocadas em 5 subdivisdes: alfa (a), beta (B), gama (y), delta (&) e epsilon (g)
Seus representantes desempenham papel importante e ativo no ciclo do nitrogénio, o
que provavelmente justifica a presenca do grande numero desses individuos em muitos
solos. A dominancia das Proteobactérias ocorre geralmente em solos de cultivo
(NUSSLEIN e TIEDJE, 1999) e contaminados com metais pesados (SANDAA et al.,
2001) que, geralmente, apresentam um pH mais elevado em relacdo ao solo de
floresta.
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2.12. Spirochaetes

Em geral, sdo organismos de vida livre, encontrados em ambientes aquaticos,
com metabolismo anaerdbio e aerdbio facultativo. As principais espécies das
Spirocohaetes incluem o Treponema, a Borrelia, a Leptospira e o Spirillum. Muitas
espécies de espiroquetas sao agentes patogénicos nocivos ao homem (CANHOS et al,
1997). Os Spirochaetes tém sido observados em reatores anaerébicos operando em
temperatura mesofilica (HERNON et al., 2006).

2.13. Verrucomicrobia

O filo Verrucomicrobia engloba bactérias gram-negativas sensiveis a penicilina
sendo que alguns membros produzem capsulas de peptidioglicanas (HEDLUND et al.,
1997). Alguns representantes isolados desse grupo pertencem a géneros
Verrucomicrobia, Prosthecobacter e Ultramicrobia. Andlises moleculares indicam que
esse grupo possui uma ampla distribuicdo em diversos ambientes geralmente
apresentando muitos individuos (HEDLUND et al., 1997; HUGENHOLTZ et al.; 1998b).

2.14. Candidatus e Bactérias nao classificadas

Na taxonomia bacteriana uma nova categoria denominada Candidatus foi criada
para determinar possiveis grupos bacterianos (BRADFORD et al., 1998). Um filo
candidato é descrito como um grupo procariético para o qual existe uma sequéncia
génica, mas nao se dispde de outras caracteristicas necessarias para uma descricao
completa de acordo com o Cdodigo de Nomenclatura de Bactéria. Dentro dessa visao
varios filos candidatos foram identificados como:

Candidato ao filo SPAM (Spring Alpine Meadow) proposto por LIPSON &
SCHIMIDT (2004) nao possui nenhum representante cultivado e ndo se conhecem
maiores informagdes sobre suas caracteristicas fisioldgicas e morfolégicas, mas
sequéncias de 16S rRNA relacionadas a ele tém sido encontradas em varias
localidades, tais como: solos australianos e Changjiang River na China (LIPSON &
SCHIMIDT, 2004).

Candidato OP10, composto por bactérias a principio termofilicas, foi descrito
primeiramente por HUGENHOLTZ (1998a) a partir de analises moleculares de fontes
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termais no parque Yellowstone (EUA). Semelhante ao que acontece com o Candidato
SPAM, nao existe ainda nenhum isolado cultivado desse grupo, mas sequiéncias de
seus membros tém sido retiradas de diversos ambientes.

Candidato LTSP (Skulow Lake Installation) foi caracterizado através de
isolamento amplificacdo e clonagem do gene 16S rRNA por CHOW et al., (2002)
analisando a comunidade bacteriana da rizosfera de 03 &reas na Inglaterra com
aproximadamente 16 milhdes de hectares e reflorestada desde 1994 com pinheiros
(Pinus contorta).

Candidato NKB19 recentemente caracterizado através do gene 16S rRNA
encontrado em sedimento marinho em Nankai no Japdo (LI et al., 1999) e tem
sequéncias recuperadas de lodo ativado (HUGENHOLTZ et al., 2001).

Geralmente os representantes do grupo Candidato OD1 sdo encontrados em
ambientes que apresentam compostos de enxofre tais como sulfato e sulfito em
sedimentos marinhos e aquiferos (HARRIS et al., 2004).

Os representantes do grupo Candidato OP11 também sdo comuns em ambientes
que apresentam compostos de enxofre tais como sulfato e sulfito em sedimentos
marinhos e aquiferos (HARRIS et al., 2004).

Candidatos do grupo TG1 primeiramente foram descritos como sendo
endosimbionte de cupim (OHKUMA & KUDO, 1996). No entanto, HUGENHOLTZ et al.,
(1996) encontraram representantes desse grupo em diversos ambientes. Houve um
crescimento dos individuos relatados em ambientes naturais, mas somente alguns
deles foram inteiramente caracterizados (HUGENHOLTZ et al., 2001; FIESELER et al.,
2004; CHOUARI et al., 2005).

Candidato TM7 primeiramente foi determinado como sendo bactérias tipicamente
gram-positivas apresentando células envelopes que apresentavam resisténcia a
streptomicina como as Archaeas (GUPTA et al., 1998).

Candidatos dos grupos TM6 e OS-K os membros sao estudados virtualmente e
nao tem nenhum representante isolado do solo (LUDWIG & KLENK, 2001).

Segundo LIPSON & SCHMIDT (2004), o candidato SAM (Summer Alpine

Meadow) refere-se ao grupo de bactérias encontradas nas montanhas rochosas do
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Colorado (USA), mas, também tiveram sequéncias recuperadas de solo contaminado
com PCBs (Biphenyl Polychlorinated) (NOGALES et al., 2001).

O papel ecolégico da maioria destes diversos grupos no ambiente ainda € um
mistério. No entanto, com os recentes avancos fica claro que esta incorreto falar que a
maioria das espécies bacterianas no solo ainda nao cultivadas. Pois apenas necessitam
de estratégias apropriadas para isolar e selecionar esses microrganismos que
apresentam crescimento muito lento e séo dificeis de manter no laboratério (DAVIS et
al., 2005).

3. ARCHAEA

O Dominio Archaea é -caracterizado por microrganismos procarioticos
evolutivamente distintos dos organismos alocados no Dominio Bactéria (ADAMS, 1995).
Algumas espécies sado encontradas em ambientes extremos, tais como fontes
geotermais, habitats com elevada salinidade, solos e sistemas aquaticos altamente
acidos ou alcalinos e uma grande variedade de Archaea possui metabolismo anaerdbio
obrigatério. Certamente algumas espécies de Archaea definem claramente os limites de
tolerancia bioldgica nos extremos fisicos e quimicos da vida na Terra (CANHQOS, et al.,
1997).

4. Tecnologia do Microarranjo

A tecnologia do microarranjo de DNA tem sido utilizada com sucesso para
analisar expressao génica em culturas puras (LOCKHART et al., 1996; WODICKA et al.,
1997), no entanto, o maior desafio foi adaptar a hibridizagdo com uso de microarranjo
para 0 uso em estudos ambientais em termos de especificidade, sensibilidade e
quantificacao (ZHOU & THOMPSON, 2002). Recentemente, foram desenvolvidos varios
formatos de microarranjos para detecgdo bacteriana e avaliagdo de comunidades
microbianas em ambientes complexos indicando o potencial dessa tecnologia como
ferramenta especifica, sensivel e quantitativa com elevado grau de deteccgéo
microbiana, identificacdo e caracterizacdo em ambientes naturais (SANGUIN et al.,
2006). CHO & TIEDJE (2002) conseguiram determinar espécies bacterianas utilizando

um microarranjo comercial de DNA que continha 60-96 fragmentos gendmicos
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aleatérios de aproximadamente 1 kb de quatro espécies de Pseudomonas
fluorescentes.

No entanto, a aplicacdo em larga escala da tecnologia de microarranjo para
monitoramento ambiental ainda € escassa, com poucos estudos em diazotréficas
(JENKINS et al., 2004), metanotréficas (STRALIS-PAVESE et al., 2004), comunidades
que oxidam aménia (ADAMCZYK et al.,, 2003), biodegradadores de poluentes
(KOIZUMI et al., 2002; BONCH-OSMOLOVSKAYA et al.,, 2003) e bacterioplancton
marinho (PEPLIES et al., 2004).

ll. MATERIAL E METODOS

PARTE A - MATERIAL BIOLOGICO USADO COLETA DOS SOLOS, EXTRACAO
DNA TOTAL, QUANTIFICACAO DO DNA, AMPLIFICAGCAO COM PRIMERS
ESPECIFICOS PARA A REGIAO 16S rDNA

1. Solos utilizados e tratamentos biologicos

Os solos utilizados no experimento foram obtidos no Campo Experimental da
Embrapa Meio Ambiente, localizado em Jaguariina (SP). As coordenadas dos locais do
experimento sdo: latitude 22° 39’ 46.82” Sul, longitude 46° 59’ 40.66” Oeste, altitude de
570 m (Figura 1). Os solos utilizados foram classificados como Latossolo Vermelho
Distroférrico (textura argilosa) Nesses solos tém sido aplicado lodo de esgoto
anualmente, nos ultimos cinco anos, com excecdo da parcela testemunha (S1) e
durante esse periodo a area foi utilizada para o cultivo de milho.

O delineamento experimental para a aplicacdo do lodo foi de blocos
casualizados, com trés repeticdes. Cada parcela teve dimensao de 10 x 20m, com 12
linhas cada. As parcelas foram separadas por bordaduras, de pelo menos 5 m de cada
lado, com Bracchiaria mantida rocada. O lodo de esgoto foi obtido da ETE de Barueri,
SP (Figura 2), que trata esgoto doméstico e industrial. As analises do lodo nas
condigOes originais foram efetuadas pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC) (RAIJ
et al., 2001), e apresentaram as seguintes caracteristicas: Umidade 81,2%; Nitrogénio-
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Kjeldahl, 43.520 mg/kg determinados na matéria seca, Nitrogénio Amoniacal, 6.906
mg/kg e Nitrogénio-Nitrato-nitrito, 137mg/kg.

Figura 1: Imagem de satélite (2007) extraida do Google Earth do local da extracédo das
amostras de solos na Fazenda Experimental da Embrapa Meio Ambiente — Jaguariuna

— Sao Paulo — Brasil

Figura 2: Estagdo de tratamento de esgoto de Barueri — Sdo Paulo. O rio Tieté esta
localizado do lado esquerdo da foto.
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Os tratamentos realizados constituiam em: testemunha absoluta constituida por

amostra de solo que nunca recebeu aplicacdo de lodo e amostras de solos tratados

com lodo em quantidade suficiente para fornecer 1 vez e 8 vezes a dose de Nitrogénio,

recomendada a cultura de milho. Os tratamentos e a denominacédo das amostras estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Denominagdo das amostras de solo utilizadas e os tratamentos recebidos

pelas parcelas.

Periodo da coleta

6 dias antes da
aplicag&o do inicio
dos tratamentos
(10/12/2003) no

final da primavera

Nome da Tratamento
amostra
Si Solo que nunca recebeu aplicacdo de lodo de esgoto
S2 Solo que ha 5 anos recebe anualmente aplicacdo de
lodo em quantidade suficiente para fornecer 1 vez a
dose de Nitrogénio recomendada para o cultivo de
milho (20 a 30 kg ha de N na semeadura)
S3 Solo que h&a 5 anos recebe anualmente aplicacéo de
lodo em quantidade suficiente para fornecer 8 vezes
a dose de Nitrogénio recomendada para o cultivo de
milho
S1.T Solo testemunha (S1) sem aplicagcéo de lodo
S2_1N Solo (S2) tratado com lodo em quantidade suficiente
para fornecer 1 vez a dose de Nitrogénio
recomendada para o cultivo de milho
S3_8N Solo (S3) tratado com lodo em quantidade suficiente

para fornecer 8 vezes a dose de Nitrogénio

recomendada para o cultivo de milho

67 dias apds a
aplicacao do lodo
(23/03/2004) no

final do verao.

Os calculos das doses de lodo foram realizados em fungcdo do nitrogénio

disponivel para as plantas, considerando como sendo 30% a taxa de mineralizagdo do

mesmo. O lodo foi distribuido a lan¢o, na area total das parcelas experimentais e

incorporado a 20 cm de profundidade com auxilio de enxada rotativa, trés a quatro dias

antes da semeadura de milho, as analises dos solos foram realizadas no Departamento
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de Solos e Adubos da Universidade Estadual Paulista Campus de Jaboticabal. As
andlises quimicas de macronutrientes, micronutrientes, e granulométrica com
fracionamento de areia, foram efetuadas de acordo com o Programa de Controle de
Qualidade Analise de Solo do IAC (RAIJ et al., 2001).

2. Extracao do DNA do solo

A extragdo do DNA total presente nas amostras dos solos foi feita com a
utilizagdo do FastDNA® SPIN Kit (BIO 101-QUANTUM BIOTECHNOLOGIES - Catélogo
n.% #6560-200), para solo de acordo com as instru¢des do fabricante descritas a seguir:

Amostras de 500mg de cada solo foram transferidas para um tubo contendo
uma mistura “MULTI-MIX’ com silica que propiciam uma lise suficiente de todos os
microrganismos presentes no solo. Neste tubo foram acrescentados 978 uL de tampéao
fosfato de sodio e 122 uL de tampao MT. Esta mistura foi processada em um
instrumento “FastPrep” durante 30 segundos, a 5,5 m/s. ApOs esta agitacdo o tubo foi
centrifugado a 14.0000 x g por 30 segundos. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 250 pL de reagente PPS (Solucéo de Precipitacdo de
Proteinas). A solugéo foi misturada agitando-se o tubo 10 vezes, manualmente. O tubo
foi centrifugado por 5 minutos, a 14000 x g e o sobrenadante transferido para um novo
tubo ao qual foi adicionado 1mL de suspensao de matriz de ligagdo. A solucao foi outra
vez misturada, manualmente, invertendo-se o tubo, por 2 minutos, para permitir a
ligacdo do DNA a matriz e, posteriormente, este foi deixado em repouso por 3 minutos
para permitir a decantagdo da matriz de silica. Posteriormente, 500 pL dos
sobrenadantes foram removidos cuidadosamente, para evitar que a matriz de ligagéao
fosse ressuspendida, e descartada. A matriz foi, entdo, ressuspendida no sobrenadante
restante e 600 puL da mistura foram transferidos para o tubo SPIN, o qual foi
centrifugado a 14.000 x g, por 1 minuto. O conteudo do tubo de coleta foi descartado e
o restante do sobrenadante foi transferido para o filtro SPIN e o tubo centrifugado,
novamente. Ao filtro SPIN foi adicionado 500uL de solucdo de lavagem SEWS-M
(Etanol + Sal) e centrifugado a 14.000 x g, por 1 minuto. O volume no tubo de coleta foi
descartado, o filtro recolocado no tubo de coleta e novamente centrifugado por 2
minutos para retirar a solugdo de lavagem (SEWS-M) residual. O filtro foi acoplado a
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novo tubo e colocado para secagem durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Adicionou-se, entdo, 50uL de DES (Agua livre de DNAse/Pirogénio) ao filtro contendo a
matriz, a qual foi ressuspendida por pipetagem e centrifugado por 1 minuto, a 14.000 x
g para transferir e eluir o DNA metagen6mico para o tubo de coleta.

3. Quantificacao do DNA

A concentracdo de DNA metagendmico das amostras foi estimada em gel de
agarose 0,8%, em tampéo TBE1X (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH
8,3). Uma aliquota de 3 uL de DNA adicionada de 3 pyL de tampao de carregamento
(0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicerol) foi aplicada no gel assim como
diferentes volumes de um marcado de peso molecular pPGEM (50 ng/L) foram aplicados
para comparagao visual e calculo estimado da concentracdo do DNA. A corrida
eletroforética foi realizada em uma cuba modelo (Max Cell EC 360M) em tampéo TBE
1X adicionado de brometo de etidio (0,5 ug/mL), durante aproximadamente 1 hora a
voltagem constante de 125 V. Os géis foram visualizados e documentados através de
um sistema de documentacao de géis (GEL DOC 1000 BIO-RAD). A concentracao de
DNA também foi estimada em espectrofotbmetro Beckmann DU 640, sendo a leitura
realizada nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm e a relagdo 260/280 foi

calculada para caracterizar a pureza do DNA.

4. Amplificacao por PCR da regidao 16S rDNA

Para se avaliar a diversidade de bactérias do solo a regidao gene 16S rRNA do
DNA metagendmico foi amplificada pela reacdo da polimerase em cadeia (PCR). A
reacdo de PCR foi realizada utilizando-se 30 ng do DNA gendmico previamente
extraido do solo, a reagao continha: tampao de PCR 1X, (20 mM Tris-HCI pH 8,4,
contendo 50 mM KCI), 200 uM de cada dNTP, 1mM de MgCl,, 30ng de cada
oligonucleotideo iniciador, 1U de Taq DNA polimerase e agua MILLI-Q autoclavada
para completar um volume final da reagdo de 20 uL. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados para a amplificacdo do gene da subunidade ribossomal 16S estdo assim
descritas (DUNBAR,1999):

PAF (5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3) e
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PC5B (5-TAC CTT GTT ACG ACT T-3))

A reacao de PCR foi realizada utilizando-se a seguinte sequiéncia de termo
ciclos: 3 minutos a 95°C, 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C e 2 minutos a
72°C e uma extensdo final por 5 minutos a 72°C. O perfil eletroforético dos fragmentos
amplificados foi realizado aplicando-se uma aliquota da reacdo em um gel de agarose
1,5%. Como padrdao de tamanho molecular foi usado 1 kb DNA “Ladder” (GIBCO life
Technologies); as eletroforeses foram conduzidas a voltagem constante de 80 V,
durante aproximadamente 1 hora. Os géis foram visualizados e registrados através do
sistema de documentacdo de géis (GEL DOC BIO-RAD). O material amplificado foi

utilizado posteriormente para a analise da diversidade bacteriana dos solos.

PARTEB
CONSTRUCAO DO MICROARRANJOS DE DNA

1. Selecao dos clones com fragmentos do gene 16S rRNA

O microarranjo ambiental construido apresentava 1.560 sequéncias parciais do
gene 16S rRNA sendo a maioria distinta que foi obtida da clonagem e seqlienciamento
de fragmentos do gene 16S rRNA de microrganismos do solo. Os clones utilizados
foram obtidos de trabalhos desenvolvidos em estudos da diversidade de
microrganismos de diversas areas do estado de Sao Paulo através de DNA
metagendmico. Sendo, solo intensamente cultivado (Figura 3) (PEREIRA et al., 2006),
solo de eucalipto e de floresta nativa (Figura 4 e 5) (SILVEIRA et al., 2006), solo com
cultivo de hortalicas e de mata supressivo a Rizoctonia solani (Figura 6 e 7) (VAL-
MORAES, 2003) e solo tratado com lodo de esgoto da ETE de Franca (PEDRINHO et
al., 2003). Os clones foram obtidos através de bibliotecas de DNA metagenémico e
existentes no Laboratério de Bioquimica de Microrganismos e Plantas (LBMP). Todas
as sequéncias dos fragmentos clonados do gene 16S rRNA dos trabalhos citados acima

se encontram depositadas no banco de dados NCBI — http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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Figura 3. Trabalho de dissertagdo desenvolvida no LBMP. “Diversidade bacteriana de
um Latossolo sob cultivo intensivo e floresta através da analise metagendémica”. Foto:
Rodrigo Matheus Pereira.

Figura 4. Trabalho de dissertacdo desenvolvida no LBMP. “ldentificagcédo de
comunidades bacterianas de solo por seqiienciamento do gene 16S rDNA”. Foto: Erico
Leandro da Silveira.
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Figura 5. Trabalho de dissertacdo desenvolvida no LBMP. “ldentificacdo de
comunidades bacterianas de solo por seqlienciamento do gene 16S rDNA”. Foto: Erico
Leandro da Silveira.

Figura 6. Trabalho de dissertagéo desenvolvida no LBMP. “Avaliagdo metagenémica de
microrganismos de solos supressivo e conducente a Rhizoctonia solani”. Imagem obtida
através do site www.unioeste.br/nee/areas.asp em 11/03/2008.
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Figura 7. Trabalho de dissertagao desenvolvida no LBMP. “Avaliagdo metagenémica de
microrganismos de solos supressivo e conducente a Rhizoctonia solani Mata do
Cérrego  Taquara Branca - Sao Paulo, imagem obtida no site:
http://www.ambiente.sp.gov.br/destaque/mata_130603.htm

2. Obtencao do DNA plasmidial

Os clones contendo o fragmento do gene 16S rRNA foram cultivados em meio
Circle Grow contendo ampicilina 100 ng/mL por 22 horas em placas com 96 pocos.
Apos o cultivo as bactérias foram recuperadas por centrifugagéo por 8 minutos, a 4°C, a
12817 x g, 0s sobrenadante foram descartados e as placas, com o sedimento
bacteriano, foram invertidas e secas em papel absorvente durante 10 minutos para a
posterior extracdo do DNA plasmidial. Os sedimentos bacterianos obtidos foram
lavados com 240 uL de tampao GTE (Glicose 50 mM; Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; EDTA
10mM, pH 8,0) e em seguida, estas foram centrifugadas por 6 minutos, a 4 °C, a 20817
X g, 0s sobrenadantes foram descartados e as placas foram novamente secas por
inversao em papel absorvente, durante 10 minutos. As células foram ressuspendidas

por vortex em 85 uL de uma solugdo GTE/RNAse (80 uL de solugédo GTE acrescida de
5 uL de solucédo de RNAse).
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A solucao de RNAse (10 mg/mL) foi preparada do seguinte modo: 40 mg de
RNAse que foram dissolvidos em 4 mL de Tris-HCI 10 mM, pH 8 contendo 15 mM de
NaCl. Essa solugdo foi mantida em banho-maria fervente durante 10 minutos para
inativar a DNAse, e em seguida, estocada em aliquotas a —20°C.

Foram transferidos 60 puL das suspensdes bacterianas para uma microplaca de
250uL e a elas adicionados 60 uL de solugao de lise (NaOH 0,2N; SDS 1%). As placas
foram seladas, as solu¢gbes misturadas por inversao 10 vezes e incubadas por 10
minutos, a temperatura ambiente. Apos a lise, 60 uL de uma solucdo de Acetato de
Potassio 3 M, pH 4.8 gelado foram adicionados as suspensdes. As placas foram
seladas, as solugdes foram misturadas por inversdao por 10 vezes e novamente, as
placas foram incubadas por 10 minutos, a temperatura ambiente. Os seladores foram
removidos, as placas incubadas por 30 minutos em estufa a 90 °C, resfriadas em gelo
por 10 minutos, seladas e centrifugadas durante 8 minutos, a 20°C a 20817 x g.

Aproximadamente, 170uL da solugdo do lisado foi filtrada em placas “multi
screen filter’” (Millipore), adaptados as microplacas de 250 uL por centrifugacao por 6
minutos, a 20 °C, a 20817 x g. O filtro foi removido e 110uL de isopropanol absoluto foi
adicionado ao filtrado. As placas foram seladas, a solugdo misturada por inversdao e em
seguida, estas foram centrifugadas a 20°C por 45 minutos com rotagédo de 20817 x g, 0
sobrenadante descartado e as placas invertidas em papel absorvente para secar. Os
sedimentos obtidos foram lavados com 200 pL de etanol 70% e as placas foram
centrifugadas por 5 minutos, a 20°C e 20817 x g, o sobrenadante foi descartado e as
placas foram secas a temperatura ambiente, por aproximadamente 1 hora em fluxo
laminar. O DNA plasmidial obtido foi ressuspendido em 50 puL de agua milli-Q e

quantificado por eletroforese.

3. Amplificacao dos fragmentos clonados por PCR

Os materiais genéticos utilizados na construcao dos microarranjos se constituem
de fragmentos do gene 16S rRNA, inseridos em plasmideos de E. coli. Os clones
selecionados para composicdo dos microarranjos tiveram seu DNA plasmidial
amplificado por PCR. Os amplicons obtidos, em concentracéo que variou de 100 a 300

ng/uL, foram utilizados na construcdo do microarranjo.
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Para cada clone, 20 pL de reacdo de PCR contendo 25 ng de DNA plasmidial
molde, 200 mM dNTPs, 5 pmoles de oligonucleotideos M13 “forward” e “reverse”
(5’-CCCAGTCACGAGTTGTGTAAACG e 5-AGCGGATAACAATTTCACAGG,
respectivamente), MgCl, 1,5 mM; DMSO (Dimetilsulféxido) 0,5%, tampao de reagéo [1x]
e 1,0 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). Quarenta ciclos de desnaturacdo a 96°C
por 20 segundos, pareamento a 50°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 4
minutos, seguido por 5 minutos de extensdo final a 72°C, foram efetuados. Dos
produtos de amplificacdo de cada clone, 15 pL, correspondendo a cerca de 3 mg de
DNA, foram dispostos em placas de poliestireno de 96 pogos e misturados ao mesmo
volume (1:1) com DMSO. O microarranjo também continha controles experimentais que
consistiam em 43 clones distintos com sequéncias parciais do gene 18S rRNA de
fungos utilizados como controle negativo. (Tabela S1 no material suplementar que pode
ser encontrado na pagina http:/lbmp.fcav.unesp.br/val_moraes). Estes controles
serviram para validagao, filtragem e normalizagdo dos dados obtidos com o

microarranjo.

4. Impressao robotica dos produtos de PCR

A impressdo dos microarranjos foi feita por um dispositivo robotizado modelo
GMS 417 Arrayer (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Os microarranjos foram
elaborados em laminas de vidro previamente tratadas com aminosilano (GMT-GAPS,
Corning, Cat. n® 40004). Os pontos foram impressos a uma distancia de 250 pym na
forma de arranjo, em duplicata (total de dois pontos/amostra). Para cada ensaio foram
utilizadas trés laminas contendo todos os amplicons anteriormente selecionados.

Os DNAs impressos foram re-hidratados com vapor de um banho de agua
regulado a 42 °C por cerca de 10 s (as laminas foram mantidas suspensas, com a face
contendo os arranjos para baixo) e mantidos por 1 min, a 70°C. Em seguida, o DNA foi
fixado através de uma camara de UV “cross-link’ regulada para 1300 x 100 pJ/cm? e as
laminas foram novamente mantidas a 70 °C, por 2 horas, e armazenadas em

dessecador até a hibridizagéo.
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PARTE C
MARCACAO DOS FRAGMENTOS DO GENE 16S rRNA, HIBRIDIZACAO COM 0S
MICROARRANJOS E ANALISE DOS DADOS

1. Sintese de DNAs fluorescentemente marcados

Os produtos de PCR obtidos pela amplificacdo do gene 16S rRNA das amostras
dos solos foram marcados com fluoréforos (Cy3 e Cy5), sendo Cy3 (verde) para os
amplicons das amostras dos solos antes da aplicacdo do lodo (S1; S2 e S3); e Cy5
(vermelha) para os solos obtidos apdés a aplicacdo do lodo (S2_1N e S3 8N) e a
testemunha S1_T. Foi empregada a técnica de marcagéao direta fragmento de DNA. O
produto da PCR do gene 16S rRNA foi incubado a 70°C por 10 min e rapidamente
resfriado a 4°C. A cada amostra de DNA foi misturado com 4 pL de “first strand buffer’
[5x] (Invitrogen), 2 uL de DTT 100 mM, 2 pL de dNTP mix (5 mM dATP, dGTP, dCTP; 2
mM dTTP), 1 uL Klenow, 1 uL de Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP 25 mM (Amershan
Pharmacia Biotech). A sintese do cDNA foi efetuada a 37°C durante 3 horas, na
auséncia de luz e a reacao foi neutralizada pela adicdo de tampao. A amostra contendo
fragmento de DNA marcado foi entdo purificada em duas etapas: (400 uL de TE (10:1)
foi centrifugado por 10 minutos a 102 em 8.000 rpm; 200 pL de TE (10:1) nas mesmas
condicdes anteriores) em seguida o filtro foi invertido em um novo tubo foi colocado 20
uL de TE (10:1) por 10 minutos a 10 °C em 12.000 rpm em coluna tipo Microcon YM-
100 (Millipore).

2. Hibridizacoes

Os pares de DNA marcados foram misturados a 37,5 mL de solugdao de
hibridizagdo, contendo 8 mL de liquido bloqueador RPN3601 (Amershan), 19 mL de
citrato de trisodium dihidratado (SSC) [20x] e 5,5 ml de dodecil sulfato de sbdio (SDS)
2%, e pré-desnaturados a 95°C por 2 minutos. A hibridizacdo ocorreu na estagao
“GeneTac Hybridization” (Genetic Microsystems), na qual as laminas de vidro do
microarranjo foram acopladas. Cada mistura de DNA foi distribuida sobre a lamina e
hibridizada a 55°C durante 14 horas. Ap6s hibridizacdo, a lamina foi lavada
automaticamente e sequencialmente em SSC [2x] SDS 0,5%, SSC [0,5x] e SSC [0,05x],
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a 25°C. Cada lavagem corresponde a um periodo de 15 minutos, com 10 segundos de
fluxo e 20 segundos de incubagéao, durante 10 ciclos. O periodo de secagem da lamina
foi de 15 minutos (SOUZA, 2006).

O desenho experimental utilizado consistiu de trés preparagbes independentes
de DNA marcado com fluoréforos em trés repeticdes independentes de cada condicao
biol6gica. Estes DNAs foram hibridizados separadamente em laminas contendo
produtos de PCRs impressos em triplicata. Amostras de solos antes da aplicagao do
lodo foram consideradas nesta analise como a condicdo experimental (marcada com
fluoréforo Cy3) e amostras de solos apo6s a aplicagdo do lodo assim como o controle

(marcada com fluoréforo Cy5)

3. Obtencao das imagens e analise dos dados

Os sinais fluorescentes foram obtidos pelo GMS-418 “Arrayer Scanner”
(Affymetrix). As leituras foram feitas sob diferentes comprimentos de onda, para permitir
a excitagdo dos marcadores fluorescentes contidos nos DNAs: na figura 8 pode ser
observado a imagem em 532 nm (Cy3) e na figura 9 a imagem em 635 nm (Cy5)
obtidas através do programa ImaGene 5.5 (Biodiscovery). As imagens resultantes para
cada fluoréforo, do mesmo modo na figura 10 as imagens de Cy3 e Cy5, foram reunidas
em uma sobreposicao e analisadas, determinando-se a densidade “pixel” (intensidade)
para cada ponto no microarranjo, utilizando-se o programa ImaGene 5.5 (Biodiscovery).
Uma grade de circulos independentes, correspondentes a cada ponto de DNA nos
arranjos, foi desenhada sobre a imagem para designar cada ponto a ser quantificado. A
quantificacao foi calculada pela mediana da intensidade de todos os pixels referente ao
sinal de hibridizacdo de cada ponto. Os “pixels” classificados como “background” foram

automaticamente subtraidos pelo programa.
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Figura 8. Imagem do microarranjo obtida através do programa ImaGene 5.5

(Biodiscovery) relativa ao comprimento de onda 532nm que absorve a cor verde.

Figura 9. imagem do microarranjo obtida através do programa ImaGene 5.5

(Biodiscovery) relativa ao comprimento de onda 635nm que absorve a cor vermelha.



40

Figura 10. Imagens do microarranjo hibridizado obtidas a 532nm e 635nm,
sobrepostas para determinagdao da intensidade dos pixels utilizando-se o programa
ImaGene 5.5 (Biodiscovery).

A localizacao e identificacdo de cada sequiéncia do gene 16S rRNA no arranjo
foram definidas em uma planilha do programa Microsoft Office Excell 2003. Para ajustar
as diferencas sistematicas na intensidade relativa de cada canal, os dados
quantificados foram exportados e transformados pelo software Gene Sight 5.5
(Biodiscovery).

As réplicas de cada ponto dentro das triplicatas foram identificadas e as médias
determinadas para posterior andlise estatistica. (QUACKENBUSH, 2002). Para a
realizacao deste processo, definido como normalizagédo, foram aplicados os parametros
de correcdo lowess (locally weighted linear regression | robust locally weighted
regression / local polynomial regression) (CLEVELAND, 1979), onde o algoritmo é
aplicado em “subsets” fisicos dos dados, isto € num subgrid.

Apb6s normalizacao, os dados das triplicatas dos arranjos, independentes para o
mesmo experimento, foram processados pela ferramenta estatistica SAM (Significance
Analysis of Microarrays — TUSHER et al., 2001) usando Microsoft Office Excel 2003.

Esta andlise baseia-se em uma série de testes-t especificos para cada gene, adaptados
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para a deteccdo em larga escala de genes diferencialmente expressos (TUSHER et al.,
2001). As sequéncias utilizadas nos ensaios se encontram depositados GenBank banco
de dados NCBI — http://www.ncbi.nim.nih.gov/ e foram utilizadas para a determinacao

do filo ao qual pertencem (Apéndice A).

4. Comparacao das comunidades bacterianas

Para demonstracdo das alteracées nas comunidades bacterianas dos solos em
virtude da aplicacdo do lodo de esgoto foi construida uma matriz binaria considerando
presenca (1) e auséncia (0) de hibridizacdo das bactérias pertencentes ao microarranjo
em cada tratamento. A matriz construida utilizando-se o programa Microsoft Office
Excell 2003 foi submetida ao programa FreeTree (PAGE; HOMES, 1998). A
comparacao dos dados foi realizada usando o coeficiente de Jaccard (DIEZ et al., 2001)
e o algoritmo neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) e a arvore de similaridade entre as
populagdes bacterianas dos solos foi visualizada pelo programa TreeView (HAMPL et
al., 2001).

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Analise fisico-quimica e granulométrica dos solos
Com relagdo as caracteristicas do solo utilizados nos ensaios experimentais

desse trabalho pode-se verificar que os valores de pH das amostras ndo se alteraram
significativamente durante o processo de tratamento com o lodo, ficando relativamente
estavel e variando de pH 5,1 e 5,4 (Tabela 2). Este resultado decorre da utilizacdo no
presente ensaio de lodo de esgoto ndo calado, portanto de pH acido. Em diversos
trabalhos, tem sido relatado efeito oposto, ou seja, a eficiéncia do lodo em aumentar o
pH do solo (MELO & MARQUES, 2000; OLIVEIRA et al., 2002) em razdo da
alcalinidade dos materiais utilizados, visto que, no processo de tratamento do lodo
usado foi adicionado cal virgem (CaO) ou cal hidratada (Ca (OH),). A adicdo desse
composto tem por objetivo a eliminacdo de patégenos e estabilizacdo do residuo
(FERNANDES, 2000), portanto, a extensao das alteracées no pH depende do tipo de
tratamento dado ao lodo, além da textura e capacidade tamponante do solo.



42

Por outro lado, apds cinco anos de aplicacdo anual de lodo podem-se observar
pequenas flutuagdes nos atributos fisicos e as alteragdes mais expressivas nos
atributos quimicos do solo nas areas quando se compara as amostras S1 com as
amostras S2 e S3, (Tabela 2). As alteracdes quimicas causadas pela aplicagao recente
de lodo, relacionadas quanto ao no teor de fdsforo, cobre, ferro, manganés, zinco e
enxofre nas amostras S2_1N e S3_8N, sendo que na ultima também se observa
aumento quantitativo no teor de matéria organica.

ALVES et al. (2007) trabalhando com Latossolo Vermelho Distréfico, degradado
pelo excesso de cultivo, concluiram que ocorrem melhorias na qualidade fisica do solo
quando efetuado o seu preparo com adigdo de lodo de esgoto, sendo que a densidade
e a infiltracdo de agua do solo sdo bons indicadores na avaliagdo dessas melhorias. No
entanto, CAMILOTTI et al. (2006) analisando um Latossolo Vermelho Distroférrico
verificaram que os atributos fisicos do solo ndo foram alterados pela aplicagcdo de lodo
de esgoto.

O lodo utilizado neste experimento foi excelente fonte de fésforo (P) para o solo,
tomando-se como base as testemunhas (S1 e S1_T), sendo ele um dos elementos
quimicos que mais se acumulou no solo. Existem alguns trabalhos que levantam
duvidas sobre o potencial do lodo em aumentar a disponibilidade de P no solo (MELO &
MARQUES, 2000). Segundo BERTON et al (1989), a pronta disponibilidade do fésforo
contido no lodo de esgoto se deve ao fato da baixa relacdo C:P nesse material e do
nutriente estar predominantemente sob a forma mineral.

O lodo de esgoto pode atuar ainda no ciclo do fésforo no solo, auxiliando na
disponibilidade do P mineral devido a liberacdo de acidos pela matéria organica. O
acido liberado causa a solubilizagdo do P no solo e também pode complexa-lo
liberando-o posteriormente; o lodo pode ainda revestir os componentes do solo que
fixam o P mineral (TSUTIYA, 2001).
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Tabela 2: Caracteristicas Quimicas e Fisicas dos solos S1 e S1_T (testemunhas

absolutas); e S2 e S3 referente as amostras antes da aplicacao do lodo de esgoto e

S2_1N e S3_8N referente as amostras apds a aplicagao do lodo de esgoto.

06 dias antes do tratamento

67 dias apos o tratamento

(Testemunha) (Experimento)

Caracteristicas S1 S2 S3 S1. T S2 1IN S3 8N
pH (CaCly) 5,1 5,1 5,3 5,5 5,4 5,3
matéria organica (g dm®) 23 24 37 24 28 39

P (mg dm?®) 4 33 230 5 38 232
K (mmol. dm g 0,6 1,3 1,1 0,8 1,0 0,9
Ca (mmol; dm®) 20 34 47 28 32 58
Mg (mmol, dm?) 9 14 16 18 15 20
H + Al (mmol, dm?®) 31 38 38 25 31 47
SB (soma de bases) 29,6 49,3 64,1 46,8 48,0 78.9
T (troca de cations) 60,6 87,3 102,1 71,8 79,0 125,9
V% Saturagéo por bases 49 56 63 65 61 63

B (mg dm?® ) 0,14 0,17 0,44 0,17 0,21 0,55
Cu (mg dm 0,7 3,0 20,3 0,5 3,6 20,3
Fe (mg dm 2 33,0 58,0 181,0 18,0 54,0 240,0
Mn (mg dm 1,4 2,0 4,0 1,0 2,1 4.4
Zn (mg dm?® ) 0,4 7,7 70,0 0,6 10,5 86,0
S-S04 (mg dm?) 1 3 10 1 7 56
Al 0 1,0 1,0 0 0 0
Argila 450 450 440 430 450 420
Limo 70 80 100 90 90 140
A. F. (Areia fina) g kg 170 160 160 190 190 160
A.G. (Areia grossa) g kg 310 310 300 290 270 280

Classe Textural

Argilosa  Argilosa Argilosa Argilosa Argilosa Argilosa

As bactérias necessitam nutrientes basicos como C:N:P na propor¢édo de 25:4:1,

0s quais sdo elementos indispensaveis na atividade decompositora da matéria

organica. BRANCO et al. (2001) trabalhando com um sistema de compostagem de

residuos organicos com enriquecimento biol6gico em fésforo sollvel, concluiram que

algumas das espécies bacterianas solubizadoras de fésforo produzem toxinas ou

antibiéticos de efeito negativo sobre o processo de compostagem reduzindo a atividade

bioldgica da decomposicéo.

Nos solos tratados com lodo nesse experimento houve também acumulo dos
micronutrientes cobre, ferro, manganés, zinco e sulfato. BORGES & COUTINHO (2004)

verificaram aumentos lineares dos teores de Zn de acordo com as doses de lodo em
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todas as fragdes de solos observadas, com excecao da residual no Latossolo Vermelho
eutroférrico. O Zn apresentou acumulo significativo no solo que recebeu a incorporagao
do lodo, sendo esse efeito notado em duas profundidades amostradas. Tais dados
evidenciam uma maior mobilidade desse elemento no solo o que também foi observado
por MATTIAZZO-PREZOTTO (1994) em solos com pH abaixo de 5,5.

Por outro lado, RANGEL et al., (2006), trabalhando com as mesmas areas e
tratamentos do presente trabalho, verificaram aumento no teor de Zn nos
compartimentos vegetais do milho (folhas e graos). Do mesmo modo, MARTINS et al.
(2003) observaram que a adi¢cdo de lodo a um Latossolo Vermelho distréfico tipico
aumentou significativamente o teor de Zn nas folhas e na parte aérea do milho,
provocou a reducdo nas concentragdées de Fe e Mn e ndo alterou as de Cobre.

Esses resultados causam certa preocupacédo, uma vez que 0 uso continuado
desse residuo poderia contaminar o solo e as plantas. Desse modo, ha necessidade de
reduzir o teor de Zn nos lodos de esgoto, o que pode ser alcangado pelo maior controle
e fiscalizagdo das ETEs, das atividades industriais e urbanas fontes desse metal. No
entanto, varios trabalhos relatam a importancia da adicdo do lodo de esgoto em
diversas culturas, como a de cana de agucar (MELO & MARQUES, 2000), eucalipto
(GUEDES & POGGIANI, 2003) e milho (RANGEL et al., 2006), mas, pouco se sabe em
relacéo ao efeito desse produto na comunidade bacteriana.

2. Padronizacao da técnica de microarranjos

A concentracao e o tamanho do produto final para cada clone amplificado foram
de aproximadamente 200-300 ng/uL com a maioria dos tamanhos dos fragmentos entre
300 a 1.000 pb. Estes produtos nao purificados foram ressuspendidos em DMSO 50%,
o qual é bastante utilizado em experimentos com arranjos, devido a sua propriedade
higroscdpica e baixa evaporac¢ao permitindo, desse modo, a armazenagem do DNA por
longos periodos, proporcionando uma maior uniformidade na drea da impressao
(HEGDE et al.,, 2000). Estudos recentes em microarranjos, utilizando produtos
amplificados sem purificacdo, enfatizam diferencas n&o significativa entre os produtos
de PCR purificados e nao purificados, apresentando alteracdo do sinal de hibridizacao
em apenas 6% em relacdo aos produtos purificados (DIEHL et al.,, 2002,
TRAVENSOLO, 2004).
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O microarranjo construido continha os fragmentos do gene 16S rRNA das
espécies mais freqlentes observadas nos solos assim como alguns grupos menos
frequentes e outros que ainda ndo foram bem descritos conforme pode ser observado
na Tabela 3. Novas atividades microbianas no solo tém sido descobertas gerando
novos conceitos nos ciclos do carbono, nitrogénio, ferro, manganés e permitindo
especular a existéncia de novos ciclos biogeoquimicos como o ciclo do fosfato, por
exemplo, (KELLER & ZENGLER, 2004). Segundo JANSSEN (2006) as Acidobactérias,
Actinobactérias e Proteobactérias sdo as mais frequientes no solo.

O maior destaque para o microarranjo que foi construido em nosso laboratério é
o fato de ser exclusivamente de microrganismos extraidos de solos do estado de Séo
Paulo — Brasil e podem ser adicionadas outras seqUéncias extraidas de futuros
trabalhos. Isto é, por tratar-se de um pais tropical a microbiota apresenta caracteristicas
prépria e adaptada as alteracdes climaticas que variam muito ao longo do ano.

Tabela 3: Numero de seqliéncias distintas usadas na composicao do microarranjo.

Filo Sequéncias Filo Sequéncias
Acidobactéria 399 Planctomycetes 35
Actinobactéria 113 Proteobactéria 27
Archaea 2 Alphaproteobactéria 200
Bacteroidetes 87 Betaproteobactéria 121
Chlorobi 3 Deltaproteobactéria 69
Chloroflexi 39 Epsilonproteobactéria 1
Cianobactéria 8 Gammaproteobactéria 69
Firmicutes 224 SAM 1
Gemmatimonadetes 9 SPAM 2
LTSP1 3 Spirochaetes 1
Nitrospirae 18 TG1 1
NKB19 1 TM6 6
ODf1 6 T™M7 12
OP10 1 Verrucomicrobia 91
OP11 1 Unclassified 9
OS-K 1 TOTAL 1560

A diferenca na quantidade de sequéncias entre os filos que foram utilizados na
composicdo do microarranjo foi exclusivamente a quantidade de microrganismos
distintos encontrados nos solos do estado de Sdo Paulo que foram clonados e
sequenciados no LBMP. Dentre os filos mais representativos das seqiéncias parciais
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do gene 16S rRNA impressas no microarranjo estando divididas em varias ordens,
familias, classes e até espécies conforme pode ser observado no Apéndice B.

3. Populacao bacteriana observada nos solos

As andlises das hibridizagbes realizadas mostraram que muitos organismos
presentes no microarranjo de DNA n&o foram identificados nesse experimento.
Observando o Gréafico 1 pode-se verificar que houve muitas bactérias nao hibridizadas
na maioria dos filos (70%), Esses resultados demonstram que a grande maioria dos
microrganismos do solo pode n&o estar presente em todos habitats e que muitos solos
compartiiham as mesmas espécies bacterianas. Essas descobertas proporcionaram
base cientifica para o desenvolvimento de novas abordagens de acesso ao potencial
metabolico dos microrganismos do solo sem a necessidade de cultiva-los (HUNTER-
CEVERA, 1998).

Por outro lado, observando o Grafico 2 pode-se verificar que houve flutuacoes
nas comunidades bacterianas detectadas nos solos, tanto nos solos testemunhas como

nos solos com adic¢ao de lodo, pelo uso da metodologia de microarranjo.
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Grafico 1. Representacdo grafica das bactérias hibridizadas e nao hibridizadas antes
da aplicacao do lodo de esgoto (S2 e S3) e apds a aplicacédo do lodo (S2_1N e S3_8N)
em comparagao as testemunhas (S1 e S1_T).

As praticas agricolas alteram as caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de
forma determinante nos solos, influenciando as diversas populacbes da comunidade
microbiana. Essas modificacoes refletem-se na composicéo, atividade e biomassa da
comunidade microbiana, uma vez que a permanéncia de uma populagdo no
ecossistema fica condicionada a sua habilidade de adaptacédo e de resposta a essas
mudancas ambientais (KIRCHNER et al., 1993). As alteracdes ocorreram em funcao
das épocas avaliadas e podem estar relacionadas as caracteristicas biologicas
particulares desses microrganismos associadas as condicdes quimicas e fisicas do solo
(BERNARDES & SANTOS, 2006). Considerando tais alteracbes que ocorrem na
populacao bacteriana nos solos, as andlises iniciais dos dados de microarranjo foram
realizadas entre o solo sem tratamento com lodo nas duas épocas de coleta (S1 e S1_T)
e posteriormente cada local que recebeu o tratamento foi comparado com sua
testemunha antes da aplicacédo do lodo (S2 e S2_1N e S3 e S3-8N)
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Grafico2. Representacao grafica da porcentagem de fragmentos dos genes 16S rRNA
hibridizados com as diferentes amostras dos solos: antes da aplicagao do lodo (S2 e
S3) e apbs aplicagdo do lodo (S2_1N e S3 8N), em comparagdo as amostras
testemunhas (S1e S1_T).

Comparando as comunidades bacterianas presentes na amostra do S1 e S1_T,
referentes as testemunhas observa-se que houve uma discreta variacado no numero de
individuos em varios filos. Estes resultados refletem a variagdo normal dos organismos
do solo durante o periodo de experimentagdo. Nos resultados apresentados houve uma
variacao negativa principalmente para as Proteobactérias considerando a sua alta
freqUéncia nos solos. Por outro lado o nimero de organismo do grupo TM7 apesar de
pouco freqlente teve um aumento de mais que o dobro de organismos detectados
(Tabela 4).

Organismos classificados como Acidobactéria e Verrucomicrobia aumentaram
em 10% e 16% respectivamente. Por outro lado, as Firmicutes e Actinobactéria
diminuiram em aproximadamente 20% e embora essas bactérias ndo sejam

numericamente um grupo dominante, quando uma aumenta e a outra diminui ocorre
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alteracdo na populagdo total e na fertiidade do solo também. Essas bactérias
representam uma parcela muito ativa encontrada nos solos (JANSSEN, 2006).

Essas alteragcdes nas comunidades bacterianas podem ser consideradas como
oscilagdes esperadas ao longo do ano, uma vez que diferengas ocasionadas por fatores
abioticos do solo como temperatura (ZOGG et al., 1997) e a umidade (BOSSIO et al.,
1998) influenciam a estrutura da comunidade microbiana. Por outro lado, SMIT et al.,
(2001) encontraram similaridade elevada nas comunidades microbianas encontradas
nos paises baixos na Holanda, através da analise de amostras de solos em diferentes
meses do ano através da técnica de eletroforese em gel com gradiente de
desnaturagdo (DGGE) sugerindo a existéncia de uma comunidade estavel a maior parte
do tempo. KRAVE et al., (2002) estudando as comunidades de bactérias de uma
floresta de Pinus merkusii de Java, Indonésia, observaram que os efeitos sazonais néo
interferiram nas estruturas das comunidades bacterianas, embora influenciassem
significativamente nas varidveis quimicas e fisicas do solo. No entanto, o Brasil € um
pais de clima tropical estando sujeito a varias alteragdes climatica ao longo do ano e
que podem interferir na composicdo da comunidade bacteriana em determinadas
épocas.

Os estudos de sequiéncias do gene 16S rRNA de organismos ambientais
identificam os organismos que provavelmente sdao mais abundantes no ambiente
estudado e, por consequiéncia, aqueles que participam ativamente na manutencao da
comunidade (HUNGENHOLTZ et al., 1998b). Com o desenvolvimento das técnicas de
classificagcdo de microrganismos com base nas sequiéncias de nucleotideos do gene
16S rRNA, o numero de espécies microbianas descritas tem aumentado
significantemente (LAMBAIS, et al., 2006).
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Tabela 4: Relacao dos fragmentos do gene 16S rRNA hibridizados com a sonda Cy3 do
Solo_1 e com a sonda Cy5 do Solo1 testemunha verificando a variagéo existente entre
as coletas de solo.

FILO S1 S1. T VARIACAO (%)
Acidobactéria 91 101 10,9 (+)
Actinobactéria 42 34 19 (-)
Archaea 1 0 100 (-)
Bacteroidetes 27 35 29 (+)
Chlorobi 1 1 0
Chloroflexi 11 14 27 (+)
Cianobactéria 4 3 25 (-)
Firmicutes 68 52 23,5 ()
Gemmatimonadetes 2 3 50 (+)
LTSP1 3 0 100 (-)
Nitrospirae 3 5 66,7 (+)
NKB19 1 0 100 ()
OD1 2 0 100 (-)
OP10 0 0 -
OP11 0 0 -
0OS-K 0 0 -
Planctomycetes 11 10 10 ()
Proteobactéria 8 5 37,5 (-)
Alphaproteobactéria 60 53 11,7 (-)
Betaproteobactéria 48 25 47,9 (-)
Deltaproteobactéria 24 20 16,7 (-)
Epsilonproteobactéria 0 0 0
Gammaproteobactéria 25 18 28 (-)
SAM 0 0 -
SPAM 0 0 -
Spirochaetes 0 1 100 (+)
TG1 1 0 100 ()
TM6 3 1 66,7 (-)
T™M7 3 7 133,4 (+)
Verrucomicrobia 25 29 16 (+)
Unclassified 2 4 100 (+)
Eukaryota 0 0 -
Nao Hibridizado 1094 1138 4,02 (+)

Comparando as comunidades bacterianas presentes na amostra S_2, referente
ao solo antes da aplicagdo do lodo com a amostra S2_1N, apés a aplicagdo do lodo,
observamos que houve um acréscimo no nimero de individuos em varios filos que foi
bastante expressivo (Tabela 5).
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Considerando a aplicacao de baixas doses de lodo no solo pode-se observar que
alguns grupos de organismos apresentaram tendéncia a aumentar 0s seus
representantes como as Acidobactéria  (40,5%), Actinobactéria (25,9%),
Verrucomicrobia (16%), Bacteroidetes (39%) e Firmicutes (60,8%). Por outro lado
bactérias classificadas como Proteobactérias (alpha, beta, gama) aumentaram em
média 18,8%, ja as classificadas como Deltaproteobactérias aumentarem em 145,5%
sendo que destas 41% pertenciam ao género Myxococcales, e 8% pertenciam ao
género Bdellovibrionales outras 51% estavam classificadas somente dentro da classe
Deltaproteobactéria.

Com relagéo a esses dois ultimos organismos sabe-se que eles foram isolados
primeiramente do solo (STOLP & STARR, 1963), onde geralmente sdo encontrados.
Podem também ser encontrados na agua, no lodo de esgoto, em tubulagdes de agua, e
nos reservatorios de agua (KELLEY et al., 1997, RUBY, 1991). JURKEVITCH et al.,
2000 isolou Bdellovibrio sp de uma bactéria fitopatogénica e caracterizou através de
clonagem-sequenciamento e andlise de southern blot. Por outro lado, as Myxobacterias
foram consideradas como sendo obrigatoriamente anaerdbias (REICHENBACH, 1993).
A classificacdo deste grupo dentro da classe Deltaproteobactéria sugeriria a
possibilidade de um ancestral ter tido um estilo de vida anaerdbia (SHIMKETS &
WOESE, 1992). A diversidade fisiologica das Deltaproteobactérias inclui a reducao de
sulfato, a reducao de ferro, a fermentacdo, e a dehalogenizacdo. No entanto,
SANFORD et al.,, (2002) caracterizou e descreveu a espécie Anaeromyxobacter
dehalogenans como sendo uma myxobacteria anaerbbia facultativa.

As andlises dos solos revelaram um aumento nos teores de enxofre e sulfato nos
solos tratados com lodo de esgoto, isso deve ter favorecido o aumento das
Deltaproteobactéria. Além disso, os resultados apresentados na tabela 5 mostram que a
aplicacao das doses moderadas de lodo nos solos afetou positivamente a populagéo de
bactérias do solo.

SANGUIN et al. (2006) observaram através de clonagem e sequenciamento o
predominio de Proteobactérias principalmente da classe Alphaproteobactéria e
Betaproteobactéria. As Proteobactérias e Acidobactérias foram dominantes no solo,
mas diversos filos também estavam presentes como Planctomycetes, Bacteroidetes,
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Gemmatimonadetes, Chloroflexi, Verrucomicrobia, Firmicutes bem como representantes
do filo TM7. Eles ainda comparando o método de microarranjo com clonagem-
seqlienciamento concluiram ter alteracbes na comunidade bacteriana. Como por
exemplo, no grupo de bactérias encontradas na rizosfera do milho os representantes
dos filos Actinobactéria, Planctomycetes e Bacteroidetes foram os que apresentaram
um sinal mais forte na hibridizacédo indicando que a rizosfera do milho pode abrigar uma
comunidade especifica e adaptada.

SMIT et al. (2001) sugeriram que a razdo entre o numero de Proteobactéria e
Acidobactéria serve como indicativo da condigao nutricional do solo. Nos solos com alto
teor de nutrientes disponiveis hd uma selecdo positiva de bactérias da classe
Gammaproteobactéria, por sua vez, nos solos com baixo teor de nutrientes disponiveis,
ou alto teor de substratos recalcitrantes, a porcentagem de Acidobactéria é mais alta.
Isso seria explicado pela capacidade de crescimento diferencial entre as Acidobactérias
e Gammaproteobactérias, sendo que as primeiras apresentam menor potencial de
crescimento e maior capacidade de competir por substratos quando comparadas com
as outras.

As Bacteroidetes sao freqientemente encontradas em lodo de esgoto e tiveram
sua populacdo aumentada no solo em 39% apéds a aplicacado do lodo. Essas bactérias
sao consideradas um grupo filogenético muito diverso que tem seqiiéncias recuperadas
de digestores anaerobicos, de lagos de agua natural, de sedimento do fundo do mar, de
cavernas sulfidricas e de aquiferos (BRIEE et al., 2007). Do mesmo modo as bactérias
do filo Chloroflexi aumentaram em 75% apés a adi¢cdo do lodo, isso ja era esperado,
pois elas estdo diretamente relacionadas com lodo de esgoto onde devem exercer
papel importante ainda nao determinado (BJORNSSON et al., 2002).
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Tabela 5: Relagdo dos genes hibridizados com a sonda Cy3 do Solo 2 e com a sonda

Cy5 do Solo 2_1N, variacao observada ap6s o uso de lodo.

FILO S2 S2_1N VARIACAO (%)
Acidobactéria 79 111 40,5 (+)
Actinobactéria 27 34 25,9 (+)
Archaea 1 0 100 (-)
Bacteroidetes 23 32 39 (+)
Chlorobi 1 0 100 (-)
Chloroflexi 8 14 75 (+)
Cianobactéria 2 2 0
Firmicutes 46 74 60,8 (+)
Gemmatimonadetes 2 7 250 (+)
LTSP1 2 0 100 (-)
Nitrospirae 3 5 66,7 (+)
NKB19 1 0 100 (-)
OD1 1 2 100 (+)
OP10 0 0 -
OP11 0 1 100 (+)
0OS-K 0 1 100 (+)
Planctomycetes 11 6 45 (-)
Proteobactéria 10 7 30 (-)
Alphaproteobactéria 43 56 30,2 (+)
Betaproteobactéria 34 37 8,8 (+)
Deltaproteobactéria 11 27 145,4 (+)
Epsilonproteobactéria 0 0 -
Gammaproteobactéria 17 20 17,6 (+)
SAM 0 1 100 (+)
SPAM 0 0 -
Spirochaetes 0 0 -
TG1 1 0 100 (-)
TM6 2 1 50 (-)
T™7 3 6 100 (+)
Verrucomicrobia 21 31 16 (+)
Unclassified 1 6 500 (+)
Eukaryota 0 0 -
Nao Hibridizado 1210 1079 10,8 (-)

Comparando as comunidades bacterianas presentes na amostra S3, referente ao

solo antes da aplicagdo do lodo, com a amostra S3_8N, apds a aplicacdo do lodo,

observamos que houve um decréscimo expressivo no numero de individuos em varios

filos (Tabela 6).
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Organismos classificados como Acidobactéria e Actinobactéria diminuiram em
13,9% e 34% respectivamente. Um grande impacto foi relacionado as Proteobactérias
(classes alpha, beta, gama e delta), que tiveram grande variagdo e diminuiram em
média 38,4%. No entanto, foi detectada a presenga da representante de
Epsilonproteobactéria somente nesta amostra.

As Epsilonproteoteobactérias sdo associadas naturalmente com os ambientes
sulfidricos, porque sdo dominantes nos arredores de respiradouros do fundo do mar
(BRIEE et al., 2007). As andlises dos solos revelaram a presenca de altos teores de
enxofre e sulfato nesse solo o que deve ter contribuido para o aparecimento desses
organismos.

Foi observado também um aumento nos representantes de Gemmatimonadetes
apds a adicao de lodo que foi de 2 para 5 representantes (150%). Os membros do filo
Gemmatimonadetes estdo presentes nos solos em uma média de 2% em comparacao
aos outros representantes das comunidades bacterianas e contém somente uma
espécie nomeada e descrita, Gemmatimonas aurantiacus, que € uma bactéria
heterotrofica aerdbica gram-negativa isolada de um reator sequencial com fase
anaerobica e aerébica (ZHANG et al., 2003).

Apés a adicao de lodo observou-se também a presenca dos Candidatos a novos
filos OD1, OP11 e OS-K, que s6 se tornaram conhecidos gracas as técnicas
moleculares (CHOUARI et al., 2003). As OD1 e OP11 também foram encontrados em
ambientes que apresentam compostos de enxofre tais como, sulfato e sulfito, sugerindo
que os papéis desses microrganismos estejam diretamente relacionados ao ciclo do
enxofre no ambiente. (HARRIS et al., 2004)

Os filos Planctomycetes e Verrucomicrobia também tém seqiéncias ambientais
recuperadas de aqiiiferos, de sedimentos marinhos e digestores anaerébicos (BRIEE et
al., 2007) o que demonstra a versatilidade dessas bactérias em ocuparem diversos
substratos. No entanto, foi observado que houve uma diminuicdo nos representantes
desses filos, o que pode indicar que altas doses de lodo de esgoto podem estar
modificando a populag¢éo do solo.
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Tabela 6: Relacdo dos genes hibridizados com a sonda Cy3 do Solo_3 e com a sonda

Cy5 do Solo3_8N variacao observada ap6s o uso de lodo.

FILO S3 S3_8N VARIACAO (%)
Acidobactéria 115 99 13,9 ()
Actinobactéria 47 31 34 (-)
Archaea 1 0 100 (-)
Bacteroidetes 32 33 3 (+)
Chlorobi 1 0 100 (-)
Chloroflexi 15 13 13,3 ()
Cianobactéria 3 2 33,3 ()
Firmicutes 67 61 8,9 (-
Gemmatimonadetes 2 5 150 (+)
LTSP1 3 0 100 (-)
Nitrospirae 9 3 66,7 (-)
NKB19 1 0 100 (-)
OD1 1 2 100 (+)
OP10 1 0 100 (-)
OP11 0 1 100 (+)
0OS-K 0 1 100 (+)
Planctomycetes 14 7 50 (-
Proteobactéria 14 5 64,2 (-)
Alphaproteobactéria 57 50 12,2 (-)
Betaproteobactéria 53 27 54,7 (-)
Deltaproteobactéria 34 16 52,9 ()
Epsilonproteobactéria 0 1 100 (+)
Gammaproteobactéria 25 23 8 (-)
SAM 0 0 -
SPAM 0 0 -
Spirochaetes 0 1 100 (+)
TG1 1 0 100 (-)
TM6 3 1 66,7 (-)
T™M7 6 4 33,4 (-)
Verrucomicrobia 31 28 9,6 ()
Unclassified 4 4 0
Eukaryota 0 0 -
Nao Hibridizado 1020 1142 11,9 (+)

Este mesmo efeito pode estar associado aos filos Acidobactérias, Actinobactérias
e Proteobactérias, os quais sdo freqlientemente abundantes no solo. Quanto ao filo
Proteobactéria, destaca-se a classe Alphaproteobactéria, embora membros das classes
Betaproteobactéria, Gammaproteobactéria e Deltaproteobactéria também sejam
encontrados (JANSSEN, 2006).
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Quando se fala em diversidade ndo se trata apenas de se determinar a presenga
de diferentes espécies, mas também do potencial biotecnolégico que esses organismos
representam. Da mesma forma, os beneficios econbmicos associados com a
descoberta de microrganismos potencialmente exploraveis envolvendo a producédo de
novos antibiéticos e agentes terapéuticos; probidticos; produtos quimicos; enzimas e
polimeros para aplicacdes industriais e tecnoldgicas; e 0os processos de biorremediacao
de poluentes; biolixiviacdo e a otimizacao da capacidade microbiana para a fertilizacdo
dos solos e despoluicao das aguas (HUNTER-CEVERA, 1998).

Em todos os solos analisados houve a predominancia de bactérias do filo
Acidobactérias. A maioria das sequUéncias dos organismos que compde esse filo tem
origem de amostras ambientais e sdo amplamente distribuidas pelo planeta.
Sequéncias do gene 16S rRNA desse grupo foram encontradas em varias localidades
do mundo como, por exemplo, na Asia (MITSUI et al., 1997), na Australia (LIESACK &
STACKEBRANDT 1992), nas Américas (BORNEMAN et al., 1996; BORNEMAN &
TRIPLETT, 1997) e na Europa (FELSKE et al., 1998). A grande dispersao do filo sugere

que ele & um constituinte importante de muitos ecossistemas, particularmente do solo.

4. Comparacao das comunidades bacterianas

Apesar de ter sido utilizado iniciadores especificos para a regidao 16S rDNA de
bactérias, neste trabalho foi possivel verificar a ocorréncia de Archaea nos solos S1, S2
e S3. A ocorréncia do Dominio Archaea também foi relatada em solos de pasto e na
floresta Amazodnica no estado do Amazonas (BORNEMAN & TRIPLET, 1997), e solo
sob floresta na regido de Guaira no estado de Sao Paulo (PEREIRA et al., 2006).

Através das analises dos dados foi observado que algumas bactérias
pertencentes a géneros e ordens especificas tiveram sua participagdo na populacao
dos solos modificada. Alguns grupos tiveram seus representantes diminuidos e outros
aumentaram apoés a adicdo do lodo, inclusive nos tratamentos com doses elevadas
(Tabela 7).

As bactérias do género Holophaga desapareceram tanto nos solos testemunhas
como nos solos com adicdo de lodo, nesse género estdo alocadas bactérias
fermentadoras de compostos aromaticos (CANHOS et a., 1997). Dentro do género
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Bacillus estdo alocado desde bactérias benéficas utilizadas na agricultura no controle
biolbgico de pragas como ¢é o caso do Bacillus thuringiensis,
(http://www.cpafrr.embrapa.br/index.php/cpafrr/artigos visitada em 260308), até as mais
patogénicas como  Bacillus cereus que causa intoxicagdo  alimentar
(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/BACILLUS_CEREUS.htm  visitada em
260308) e Bacillus antracis causador do carbunculo que sdo lesdes nas pele com
aparéncia de carvao. (http:/pt.wikipedia.org/wiki/Bacillus_anthracis visitada em
260308). As Paenibacillus tiveram suas representantes diminuidas em mais de 50% e
nesta ordem estdo tanto as bactérias causadoras de doengas na agricultura assim
como, as bactérias benéficas que associadas ao cultivo que produzem, por exemplo,
inulina  (GERN et al, 2000) que €& wum polissacarideo da frutose
(http://pt.wikipedia.org/wiki/Inulina em 260308). Dentro da ordem das Rhizobiales estao
alocadas as bactérias simbiontes fixadoras de nitrogénio do género Bradirhizobium,
Rhizobium e Azorhizobium.

Dentro da ordem Rhodospirillales estda alocada bactérias da familia
Acetobacteraceae sendo essas as mais freqlentes que estavam impressas no
microarranjo sao bactérias que apresentam tolerdncia a acidez e incapacidade de
oxidar completamente os alcoois, 0 género Acetobacter é capaz de oxidar o acido
acético até formar didéxido de carbono (http:/pt.wikipedia.org/wiki/Acetobacteria visitada
em 280308).

A ordem Burkholderiales exclui varias bactérias patogénicas (espécies do género
Burkholderia e Bordetella) sendo que no microarranjo o género Burkholderia e o
Oxalobacter se destacam, sendo capaz de utilizar o &cido oxalico como fonte de
carbono (http://pt.wikipedia.org/wiki/Burkholderiales visitada em 280308).

O género Xanthomonadales, familia Xanthomonadaceae tém sido associadas a
doencas que causam importantes perdas econémicas em diversas culturas agricolas

como alfafa, ameixa, améndoa, café, citros, péssego e videira (CIAPINA et al., 2004).
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Tabela 7. Relacdo de bactérias detectadas nos solos.

06 dias antes do 67 dias apds o tratamento
tratamento (Testemunha) (Experimento)
Taxonomia S1 S2 S3 S1. T S2 1IN S3 8N

Filo: Acidobactéria
Ordem: Acidobacteriales 21 20 20 12 12 17
Género: Holophaga 06 06 08 01 01
Género: Edaphobacter - - - - 01 01
Género: Terriglobus 01 01 - - - 01
Género: Solibacter - - - 01 01 01

Filo: Firmicutes

Ordem: Bacillales
Género: Bacillus 25 28 26 19 05 23
Género: Paenibacillus 10 14 13 10 06 06
Classe: Clostridia 08 07 08 06 05 06

Filo: Proteobactéria

Classe: Alphaproteobactéria
Ordem: Caulobacterales - - - 03 02 01
Ordem: Rhizobiales 03 02 03 11 08 05
Ordem: Rhodospirillales 03 03 03 03 03 05
Ordem: Rickettsiales - - - 01 01 01
Ordem: Sphingomonadales 01 03 04 04 04 01
Ordem: Rhizoales 19 19 24 11 11 12
Classe: Betaproteobactéria
Ordem: Burkholderiales 18 16 18 07 06 10
Ordem: Nitrosomonadales 01 - 03 04 03 04
Ordem: Rhodocyclales 04 03 03 01 01 04
Classe: Gammaproteobactéria

Ordem: Enterobacteriales 01 01 03 02 02 01
Ordem: Xanthomonadales 05 05 03 05 05 08
Ordem: Legionellales 02 01 02 01 - -
Ordem: Pseudomonadales - - 02 - - -

Este estudo confirma a dispersédo das bactérias em alcancar ambientes novos e
fornece a informacgao direta da imigragdo bacteriana em pontos especificos.

As teorias atuais na distribuicdo dos microrganismos em diferentes ecossistemas
propdem que eles podem estar em toda parte sendo selecionado em especificos
habitats sugerindo que o ambiente é realmente seletivo na composicao da comunidade
microbiana (FIERER & JACKSON, 2006; ZABALLOS et al., 2006). E a capacidade que

as bactérias possuem em colonizar novos ambientes conduz a implicagbes sérias na
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estimativa da diversidade e funcionalidade bacteriana em certos ambientes (PORTILLO
& GONZALEX, 2008).

Com a comparacgédo do grau de similaridade das comunidades bacterianas nas
amostras de solo realizada através da hibridizacdo dos diversos fragmentos do gene
16S rRNA nas laminas com o microarranjo (Figura 11) pode-se verificar que os solos
testemunhas (S1 e S1_T) tém comunidades bacterianas caracteristicas, diferentemente
dos solos que vinham recebendo adicdo de lodo de esgoto ha 5 anos. Também ficou
claro que as comunidades bacterianas dos solos S2 e S2_1N, apesar de serem
impactadas pela adigcdo do lodo, apresentam comunidades semelhantes. No entanto,
nos solos S3 e S3_8N as comunidades bacterianas foram as mais afetadas pela adigéo
do lodo indicando que doses elevadas de lodo alteram completamente as comunidades
bacterianas.

A perda da biodiversidade pela acdo do homem comeca com diminuicdo da
variabilidade genética e de interagdes ecoldgicas e termina com a extingao local de
populacdes inteiras. No caso dos microrganismos, a situacao é ainda mais grave, pois
nao se tem idéia de quanto da diversidade ja foi perdida, mas estima-se que milhares
de espécies ja estejam extintas (AZEVEDO, 1998).

Os microrganismos do solo sdo essenciais para o funcionamento sustentavel dos
ecossistemas, sendo fundamentais no processo de fragmentacdo e decomposicao da
matéria organica e na disponibilizacao de nutrientes do solo, entre outras (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2002). As atividades dos microrganismos estao baseadas em sua notavel
diversidade metabdlica e adaptabilidade genética (KUTBOKE et al., 2004).

De fato, a devastacdo sempre vem acompanhada por uma diminuicdo da
biodiversidade bacteriana (NUSSLEIN & TIEDJE, 1999). A extincdo de uma espécie é
uma perda imensuravel, porque cada espécie possui informagdes genéticas Unicas,
moldadas por complexas interagdes ecoldgicas complexas ao longo da evolugdo. Assim
sendo, a preservacdo da biodiversidade tem ocupado lugar de destaque no
planejamento das instituicdes governamentais e inUmeras agées sdo necessdrias para

dar suporte as estratégias de conservacado (GALINDO-LEAL et al., 2005).
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1.
{1} {2} {3} {4} {5} {6}
S2 {1} 0,21 0,86 062 0,99 0,99
S2 1N {2} 0,83 0,63 0,93 0,99
S3 {3} 0,99 0,59 0,66
S3_8N {4} 0,87 0,89
S1 {5} 0,30
S1_T {6)
2.
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Figura 11 Dendograma de similaridade da populacédo bacteriana dos solos analisados

por microarranjo, considerando presenca e auséncia de bactérias marcadas por

hibridizacdo. 1. Valores atribuidos em porcentagem sao relativos a bootstrap de 1000.

2. Dendrograma construido utilizando o coeficiente de Jaccard (DIEZ et al., 2001) e

gerado através do algoritmo neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987).
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V. CONCLUSAO

A tecnologia de microarranjo foi eficiente para avaliar as mudangas ocorridas na
estrutura da comunidade bacteriana por apresentar diagnéstico rapido e monitoramento
ambiental.

Apesar de doses menores de lodo de esgoto néo ter reduzido a comunidade
bacteriana do solo S1_1N houve alteracao na estrutura das comunidades.

Altas doses de lodo influenciaram as popula¢des bacterianas no solo S3_8N
reduzindo drasticamente a maioria dos representantes dos filos, inclusive as Chloroflexi,
Planctomycetes e Verrucomicrobia que tém representantes diretamente associados ao
lodo de esgoto e favorecendo outros como: Bacteroidetes, OD1, OP11, OS-K e
Spirochaetes de acordo com a sensibilidade e resisténcia dos mesmos. Isto é, as OD1
e OP11 estao relacionadas ao ciclo do enxofre que nesse solo apresentou alto indice.
As Bacteroidetes sao responsaveis pela degradacdo de varios polimeros complexos.
No entanto, as Spirochaetes geralmente sao patogénicas, e em relacdo as OS-K ainda
nao estd determinado o papel ecoldégico no ambiente, mas provavelmente estdo

relacionadas ao ciclo do enxofre ao do fésforo.
VI. CONSIDERAQ()ES FINAIS

A prioridade deste trabalho foi identificar genes presentes em solos antes e apés
a aplicagdo de lodo e compara-los com as testemunhas. Este trabalho empregando a
técnica de microarranjos para analisar a comunidade bacteriana no solo foi pioneiro no
Brasil. Esta técnica ainda é recente no Pais, devido ao alto custo dos equipamentos
robotizados que sao utilizados para fixacao dos produtos de DNA nas laminas de vidro,
hibridizacdo sistematica dos DNAs, do scaneer a laser que faz a leitura da imagem
gerada pelos fluor6foros em dois comprimentos de onda distintos e dos softwares para
captura e andlise das imagens. Além disso, a obtencdo de clones bacterianos com
diferentes fragmentos dos genes 16S rRNA representantes de diversos solos do Estado
de Sao Paulo é extremamente trabalhoso. Uma forma de otimizagao dos recursos para
a utilizacao em larga escala desta técnica € a formagao de parcerias com centros de
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referéncia que possuam esta tecnologia e possam auxiliar na ampliagdo do
microarranjo de DNA com clones contendo genes bacterianos de diversos tipos de solo.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que aplicacdo do lodo de
esgoto nos solos pode modificar as estruturas das comunidades bacterianas
encontradas nele e que podem ser maléficas quando os numeros de patogénicas

tiverem sua populacdo aumentada.
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