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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estimar e comparar a diversidade microbiana de um solo
tratado com lodo de esgoto (BAR 1N) com o mesmo solo sem tratamento (controle). A utilizacdo
do lodo de esgoto de origem industrial ou domiciliar em solos agricolas como adubo organico
é considerado, atualmente, uma alternativa promissora para disposi¢do final deste residuo.
Estudos moleculares que utilizam a analise do gene 165 rRNA permitem a obtencao de informa-
¢Oes relevantes acerca da ecologia microbiana, pois acredita-se que apenas 10% desses micro-
organismos podem ser cultivados. O DNA gendmico dos micro-organismos presentes em ambos
os solos foi extraido, clonado e, apés amplificacdo por PCR, foi feito o sequenciamento do gene
165rRNA. Assequéncias obtidas foram submetidas a analise de similaridade denucleotideos com
obanco de dados GenBank para que pudessem ser identificadas e classificadas. Apds a andlise dos
filogramas observou-se um ntmero elevado de micro-organismos nao identificados nos solos
analisados. Os resultados demonstraram que os filos bacterianos que se destacaram foram
Acidobacteria e Proteobacteria. Anélises filogenéticas revelaram diferencas entre os solos, mostrando
por meio de indice de diversidade bacteriana que o solo controle apresentou maior diversidade
quando comparado ao solo BAR IN. O filo Nitrospira revelou-se significativamente afetado pela
aplicagdo do lodo de esgoto.

PALAVRAS-CHAVE: Biossoélido, ecologia microbiana, metagenoma.

ABSTRACT

EVALUATION OF THE IMPACT OF SEWAGE SLUDGE ON SOIL MICROBES USING THE 16S
RRNA GENE. The objective of this work was to evaluate and compare the microbial diversity of
a soil treated with sewage sludge (BAR 1N) with the same soil without treatment (control). The
use of industrial and domestic sewer sludge as organic fertilizer in agricultural soils is currently
considered a promising alternative for the final destination of these residues. Molecular studies
using the analysis of the gene 16S rRNA provide relevant information in regard to studies of
microbial ecology, since it is believed that only 10% of these microorganisms can be cultivated.
The sequences were submitted to analysis of nucleotide similarity, based on data in GenBank, in
order tobeidentified and classified. Following phylogram analysis, a high number of nonidentified
microorganisms were observed in the investigated soils. The results demonstrated that the
outstanding bacterial phyla were Acidobacteria and Proteobacteria. Phylogenetic analyses revealed
differences in both soils, based on the bacterial diversity index, showing that the test soil had more
diversity when compared to the BAR 1N soil.

KEY WORDS: Biossolid, microbial ecology, metagenomic.

INTRODUCAO para disposicao final deste residuo. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas, o lodo de esgoto pode

O uso agricola do lodo de esgoto como adubo ser utilizado em areas degradadas a fim de recuperar
organico é considerado uma alternativa promissora as caracteristicas necessérias para o desenvolvimento
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da vegetagdo (NasciMENTO ARraujo, 2004), incorpora-
¢do de macro e micronutrientes (BErTioL; CAMARGO,
2006), melhoria de areas florestadas, fertilizantes em
culturas anuais de grdos e condicionador de solo
(MELoO et al., 2004). Por outro lado, pouco se sabe a
respeito dos impactos decorrentes dessa utilizagdo e
dos seus efeitos sobre a estrutura das comunidades
microbianas dos solos e sua capacidade metabélica.
Processos importantes, como a ciclagem de nutrien-
tes, estao diretamente relacionados com a atividade e
diversidade microbiana dosolo, existindoainda pou-
cos trabalhos relacionados a avaliagao da diversida-
de de micro-organismos em solos com aplicagdo de
lodo de esgoto.

A diversidade de micro-organismos no solo é im-
portante para manter sua boa qualidade, ja que eles
desempenham intmeras fun¢des importantes nos
solos como a participagdo nos ciclos do carbono,
nitrogénio, fésforo (BorRNEMAN, 1996), atividades me-
tabélicas relevantes para o crescimento das plantas,
recuperacao de dreas degradadas(INASCIMENTO ARAU-
jo, 2004), decomposicdo de residuos orgénicos, se-
questro e desintoxicagdo de substancias tdxicas
(Costanza et al., 1997).

Metodologias moleculares contribuem para o de-
senvolvido de andlise da diversidade microbiana dos
solos (AMaNN etal., 1995; SaNDaa etal., 1998), revelando
um novo cendrio de distribui¢do dos micro-organis-
mos em diferentes habitats(CanHos etal., 1997; PEREIRA
etal., 2006; SILVEIRA ef al., 2006), inclusive dos micro-
organismos ainda ndo-cultivados em laboratério.

Estetrabalho teve por objetivo analisar e comparar
adiversidade genética de comunidades microbianas
deumsolo comaplicacao delodo de esgoto (BAR1N)
com o mesmo sem a aplica¢do (controle) pela aborda-
gem metagendmica.

MATERIAL E METODOS

As amostras de solo foram obtidas de dreas da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria de
Jaguaritna, SP, Brasil, localizada na latitude 22° 41'
sul, longitude47°W ealtitude de 570 meclassificadas
como Latossolo Vermelho Distroférrico (textura argi-
losa). Coletadas em 12 pontos ao acaso ( 0-20 cm
profundidade) em zigue-zague, tanto para o solo sem
tratamento (controle) como para o solo comaplicacao
do lodo de esgoto (BAR 1N), ambos separados por
aproximadamente 500 m de distancia. As amostras
foram homogeneizadas, resultando em uma amostra
composta para cada solo e foram submetidas a ané-
lises quimicas e granulométricas (Tabela 1).

O lodo de esgoto utilizado no experimento foi
obtidona Estacao de Tratamento de Esgoto de Barueri,
SP, que trata esgoto domiciliar e industrial.

Aextragdo do DNA metagendmico dascomunida-
des microbianas de cada solo, a amplificacdo, o
sequenciamento do gene 16S rRNA e a anélise das
sequéncias observadas foram realizados conforme
proposto por PEREIRA et al. (2006) e SILVEIRA ef al. (2006).
Cada sequéncia de DNA distinta obtida foi definida
como Unidade Operacional Taxonémica (OTU). As
sequéncias foram alinhadas pelo programa
CLUSTALX v.1.81 (THOMPSON et al., 1997) e submeti-
das a andlise de agrupamento filogenético. Os
filogramas foram construidos utilizando ométododa
distancia com algoritmo “Neighbor-Joining” Sarrou;
NE1(1987) e omodelo de substituicdo de nucleotideos
Kimura 2-P (Kimura, 1980). As matrizes de distancia
foram processadas pelo programa MEGA, version2.1
(Kumaretal.,2001) com bootstrap de 1.000 repeticoes.
A analise da diversidade genética e diferenciacao
intra e interbibliotecas de sequéncias 16S rRNA foi
realizada utilizando-se os programas Libshuff
(SINGLETON etal.,2001), Arlequin (ScHNEIDERet al.,2000)
e pelo pacote “PHYLIP” (FELSENTEIN; PHYLIP, 1989). A
estimativa do namero das espécies foi realizada pelo
programa “EstimateS” versdo 6.0b1 (HiLL et al., 2002)
através do estimador ndo paramétrico ACE
(“Abundance-base Coverage Estimator”).

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e granulométricas dos
solos BAR 1N e teste.

Caracteristicas Solo BARIN  Soloteste
pH (CaCl) 5.2 5.8
Matéria organica (g/dm?®) 27 25,5

P (mg/dm?) 34 17

K (mmol /dm?) 1.0 1.1

Ca (mmol /dm?) 30 32

Mg (mmol /dm?) 11 15
H+AL (mmol /dm?) 38 28

SB (mmol /dm?) 420 48.1

T (mmol /dm?) 80.0 76.1

V% 53 63
Argila (g/kg) 430 420
Limo (g/kg) 80 80

Areia fina (g/kg) 170 180
Areia grossa (g/kg) 320 320
Classe textural Argilosa Argilosa

RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicagdo do lodo no solo modificou algumas
propriedades quimicas como pH, que apresentou au-
mentodeacidez, eumaumento defdsforo (Tabelal).Isto
pode ter influenciado a populagdo microbiana nesse
solo, uma vez que os filos Acidobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes, Proteobcaterine divisaoNKB19 predominaram
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nas amostras BAR-IN (solo tratado), enquanto nas
amostras de solo controle (solo ndo tratado) apenas os
filos Nitrospira e Verrucomicrobia (Tabela 2) tiveram um
aumentononumerodeseusclones. Foramparcialmente
sequenciados 155 clones das duas bibliotecas (BAR 1IN
econtrole), sendo 74 clones pertencentesasamostrasdo
solo BAR 1N e 81 ao controle. As sequéncias obtidas
apresentaram, tamanho e qualidade adequadas paraa
estimativa da populagdo bacteriana, nas duas éreas
conforme PEreRa etal. (2006). ApésaandlisedoBLAST,
foram encontradas 48 sequéncias distintas ou OTUs
para BAR 1IN e 61 sequéncias ou OTUs para a amostra
controle (Tabela 2). Todas as sequéncias obtidas apre-
sentaram taxas de similaridade variando de 85a100%
em rela¢do ao GenBank.

O namero de clones sequenciados nas duas biblio-
tecas revelou diversidade de bactérias pertencentes ao
filo Acidobacteria. Este filo é frequentementeencontrado
emamostrasambientaiscomo fontes termais,ambientes
marinhos, terrestres e animais quando avaliados pela
andlise do gene 165 rRNA (Barns et al., 2007). HirasHi et
al. (1995) realizaram analises com este mesmo gene e
propuseram que este agrupamento fosse denominado
Acidobacteria, possuindoatualmentetrésrepresentantes
cultivaveis. Dungar etal. (2002) relataramaabundéncia
desse filo em diversos estudos de meio ambiente mos-
trando que ele estd presente praticamente em todos
habitats do mundo e em diferentes ecossistemas. Em
alguns casos, representantes desse filo constitufam cer-
cade30a50% do total da populagao bacteriana obtida
de diferentes solos (SILVEIRA et al., 2006). QUASER et al.
(2003) verificaram a existéncia de proteinas semelhan-
tes (PurF/PurL) entre o filo Acidobacteria e o filo
Proteobacteria sugerindo uma ocorréncia de transferén-
cia horizontal des ses genes entre esses filos durante a
evolugao, principalmente com a ordem Rhizobiales.

Dentreas74 OTUsencontradasnabiblioteca BAR
1N, 48 foramagrupadasem? filos diferentes e somen-
te 3 sequéncias pertencentes ao filo Divisdo NKB
foram observadas no solo BAR 1N (Fig. 2). Por outro

lado, nabiblioteca controle, 61 OTUs foram classifica-
dasem 6 filos diferentes enenhumasequéncia perten-
cente a esta divisdo se agrupou. (Fig. 1).

Analisando a distribui¢do dos clones nos dife-
rentes filos observou-se que amaioria das sequéncias
da biblioteca BAR 1N, 37,8% foi agrupada no filo
Acidobacteria, enquanto quenabiblioteca teste 35,8 %
agruparam-se com o mesmo filo, conforme
visualizadona Tabela 2. Para o filo Firmicutes,obser-
va-se um menor nimero de clones agrupados. Orga-
nismos pertencentes a esse filo apresentam baixo
teor de G + C e metabolismo caracterizado por homo
e heterofermentacao, assim, permitem que prevale-
¢am em ambientes com grande quantidade de nutri-
entes disponiveis e dreas com baixa competicdo,
caracteristicas tipicas de micro-organismos estrate-
gistas R. Geralmente sdo encontrados em ambientes
instaveis que estejam passando por transi¢des(ATLAS;
BARrTHA, 1997).

Foram, também observadas frequéncias distintas
de micro-organismos de alguns filos entre os solos
estudados. Clones pertencentes ao filo Proteobacteria
foram encontradosem maior quantidadenosolo BAR
IN. Por outro lado, sequéncias agrupadas aos filos
Verrucomicrobia e Nitrospira estdo presente em maior
ndmero para amostra de solo controle (Tabela 2).

Dentre estes dois filos citados, o filo Nitrospira
revela-se significativamente afetado pela aplicacao
do lodo de esgoto. Desta forma observa-se que a
aplicacao de lodo de esgoto em solos agricolas é um
fator de alteracdo da microbiota do solo, pois ele
interfere no crescimento de alguns micro-organismos.
Apenas uma sequéncia foi classificada como perten-
centeaessefiloemcomparacdocomaamostradesolo
controle, que apresentou dez sequéncias (Tabela 2).
Esse filo é representado por bactérias aerébias gram-
negativas atuantes no ciclo donitrogénio em ambien-
tes aquaticos através da oxidagdo do nitrato. Faoro
(2006) supde que esse grupo pode ter atividades
semelhantes no solo.

Tabela 2 - Distribuicdo das sequéncias dos clones 16S rRNA observados nos solos teste e BAR 1N.

BAR 1IN Ne de
clones distintos

Dominio:
bactéria filos

BAR 1IN Ne= de
clones observados

% Teste N de
clones distintos

Teste N de %
clones observados

Acidobacteria 15 28 37,8 19 29 35,8
Actinobacteria 4 7 95 4 4 49
Firmicutes 6 8 10,8 7 7 8,6
Nitrospira 1 1 14 8 10 12,4
Proteobacteria 13 18 243 7 7 8,6
Verrucomicrobia 7 9 12,1 18 27 33,3
Divisao NKB19 2 3 4,0 - - -

Total 48 74 100 61 81 100
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LEE (1996) relatou que o filo Verrucomicrobia re-
presenta aproximadamente de 1% a 10% das bacté-
rias de um solo nao cultivado no interior da Austra-
lia e EUA. Os resultados obtidos no presente traba-
lho corroboram com os descritos por LEe (1996), na
amostra de solo controle ocorreu 33,3% de represen-

Fig.1-Dendograma filogenético representan-
do clones pertencentes aos filos Firmicutes,
Actinobactéria e Proteobactéria obtidos de
sequéncias pareciais do gene 165rRNA desolo
BAR 1N e teste. A sequéncia 165 rRNA de
"Uncultures Archaeon" (n°GenBank AB 055990)
foi usado como raiz. Todos os clones estdo
cadastrados no NCBI (GenBank), acessados
por SL (Soil BAR1N) e ST (Soil Test).

Fig.2- Dendograma filogenético representan-
do clones pertencentes aos filos Nitrospira,
Actinobactéria, Verrucomicrobia e Divisdo
NKB19 obtidos de sequéncias pareciais do
gene 16S rRNA de solo BAR 1IN e teste. A
sequéncia16SrRNA de "Uncultures Archaeon"
(n® GenBank AB 055990) foi usado como raiz.
Todos os clones estdo cadastrados no NCBI
(GenBank), acessados por SL (Soil BAR1IN) e ST
(Soil Test).

tantes dessefilo, sendo que na amostra de
solo BAR 1N a proporcdo foi reduzida
para12,1%, considerando assim a aplica-
¢do do lodo de esgoto como um fator de
alteragdo da microbiota do solo. Por outro
lado, foi verificado um aumento na por-
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centagem de sequéncias agrupadas no filo
Actinobacteria,naamostra de solo BAR 1IN (Tabela2).
Representantes desse filo tém grande interesse eco-
némico por produzirem substancias complexas para
degradagdo domaterial organico, tendo como carac-
teristica a producdo de diversos antibiéticos. Resul-
tados semelhantes foram encontrados por PErEIRA ef
al. (2006) que verificaram um aumento populacional
dessefiloemsolointensamente cultivado emrelagao
aumsolo coberto por floresta, provavelmente devido
aalteracdes do meio ambiente causados pelas préti-
cas e cultivos agricolas.

Ja a quantidade de sequéncias agrupadas ao filo
Proteobacteria observadano solo BAR 1N foi maiorem
relacdoaamostradesolocontrole (Fig. 1), com valores
de24,3% e 8,6%, respectivamente (Tabela 2). Resulta-
dos semelhantes foram obtidos por TIEDJE (1999) e
Sanpaaetal. (1998) que relataram o predominio desse
filo em solos de cultivo e contaminados com metal
pesado que geralmente tém um pH mais dcido. Neste
trabalho, verifica-se que o solo BAR 1N apresentou
maioracidezquando comparado comosolo controle,
o que pode ter permitido melhor desenvolvimento de
bactérias desse filo.

As andlises de diversidade genética dos clones
16S rRNA heteré6logos para as bibliotecas BAR 1N e
teste resultaram em um valor estatisticamente signi-
ficativo (P£0.001), sendo 1,231 para teste versus BAR
IN e 1,104 para BAR 1IN versus teste na analise
realizada pelo Libshuff. Essas analises sugerem que
as areas estudadas sdo distintas, mas que existe uma
taxa relativa de similaridade entre os solos
amostrados.

O indice de diferenciacao genética (F;,) entre as
duas comunidades bacterianas (BAR 1N e contro-
le) foi significativo (Fy, = 0.01268, para P < 0.05),
sugerindo que, embora o valor seja relativamente
baixo, as duas comunidades sdo geneticamente
distintas. Por outro lado, um dado interessante foi
aexisténcia de uma maior diversidade genética em
cadasoloindividualmente do que entre as comuni-
dades presentes BAR 1N e controle, concordando
com os resultados ja obtidos que os filos se repetem
havendo, entretanto, alteracdo das frequéncias
genotipicas para os individuos. Os resultados da
variagdo genética intra-populacional calculados
pelo AMOVA apresentaram uma média de 98.73,
ou seja, ha uma grande variabilidade de organis-
mos dentro de uma mesma comunidade, embora a
maioria dos clones esteja presente em ambas as
amostras dos solos.

Osoftware Arlequimanalisousequénciasde DNA
com 607 pares de bases de cada clone em ambos os
solos calculando também a média das diferengas
entre pares de bases, valores que foram de 74.35 e
88.614 para as bibliotecas lodo e controle, respectiva-

mente. Ja o nimero de nucleotideos polimérficos, em
ambos os solos, apresentou valores de 537 e 566 nas
bibliotecas lodo e controle, respectivamente. Estes
valoresindicam a existéncia de uma maior diversida-
de genética na amostra controleemrelacdoa BARIN
(Tabela 2).

CONCLUSOES

Ocorre uma diversidade bacteriana maior na
amostra de solo controle em relacdo a BAR 1N a
amostra com aplicacdo de lodo.

Um aumento na diversidade populacional do
filo Acidobacteria, Actinobacteria e Proteobacteria da
biblioteca BAR 1N em relagéo a biblioteca controle
que a utilizagdo do lodo de esgoto em préticas agri-
colas é promissora, ocorrendo microrganismos com
grande capacidade de decomposicdo da matéria
organica.

Existe uma maior diversidade genética em cada
amostra de solo individualmente, do que entre as
comunidades presentes nas amostras do solo com e
sem aplicac¢do do lodo.
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