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RESUMO

Atributos microbiologicos do solo em area agricola sob disposicao de lodo de
curtume

Os lodos de curtume apresentam elevados teores de nutrientes e potencial de
neutralizagao da acidez do solo, possibilitando sua utilizagdo em areas agricolas, como
uma alternativa para disposi¢cdo e reciclagem desses residuos. Por outro lado, o
acumulo no solo de altas concentragdes de alguns elementos, como nitrogénio, sodio e
cromo, provenientes dos lodos de curtume, podem proporcionar impactos negativos ao
meio ambiente. Como o0s microrganismos desempenham fungdo importante na
sustentabilidade do solo e nutrigdo vegetal e respondem prontamente a alteragdes
ambientais, torna-se importante estudar o impacto da utilizagdo em conjunto do lodo do
caleiro e lodo primario da ETE (com teor reduzido de cromo) sobre os atributos
biologicos do solo. No presente trabalho avaliaram-se os atributos microbiolégicos do
solo em um experimento de campo instalado em Rolandia (PR), com a aplicagao de
doses de lodo de curtume (0, 3,4, 13,5, 23,6 e 33,7 Mg ha” em 2006 e 0, 2,3, 9,0, 15,8
e 22,6 Mg ha™ em 2007) baseadas no teor de N total do lodo, com doses equivalentes
entre 0 e 1200 kg ha' de N total. O delineamento experimental foi o de blocos
completos casualizados com quatro repeti¢cdes. A aplicacdo de lodo de curtume alterou
a estrutura genética de bactérias, principalmente logo apds cada aplicagédo do residuo.
Os tratamentos que receberam lodo apresentaram comunidade bacteriana diferenciada
daquela do tratamento controle. Verificou-se que o efeito do lodo sobre essas
populacbées € mais prolongado no primeiro ano de aplicacdo, com efeitos ainda
evidentes apds 300 dias da aplicagdo. No segundo ano da aplicagdo, ndo houve
diferenca nas comunidades bacterianas entre as menores doses e o controle apos 260
dias da aplicagdo. O mesmo resultado foi observado para a atividade biolégica do solo.
Os atributos mais influenciados pela aplicagdo do residuo foram as atividades da
asparaginase e urease. Os resultados mostram que a alteragcdo da estrutura da
comunidade microbiana tem relagdo direta com as modificagbes na atividade biolégica
desse solo. A densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
diminuiu com o aumento das doses de lodo de curtume. A taxa de colonizagao radicular
foi alta (64%), mas sem efeito significativo da aplicacado de lodo. Foram encontradas 18
espécies de seis géneros de FMA (Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Scutellospora,
Paraglomus e Ambispora). Houve queda na diversidade e modificagdo nas frequéncias
relativas dos FMA nas maiores doses de lodo, assim como, o lodo de curtume alterou a
composicao de espécies de FMA, modificando a condi¢gao micorrizica desse solo. Altas
doses de lodo de curtume também alteraram a estrutura da comunidade microbiana
baseada no perfil de acidos graxos de fosfolipidios (PLFA). O consumo de substratos
de carbono pela comunidade microbiana foi acelerado e intensificado pela aplicagao do
residuo, mostrando que o potencial metabdlico dessa comunidade foi diferente do
tratamento que ndo recebeu o residuo. As alteracbes observadas nos atributos
microbiologicos estdo relacionadas as modificacées nos atributos quimicos do solo,
decorrentes da aplicagédo do lodo de curtume, principalmente ao aumento do teor de N
inorganico e a elevacao do pH do solo.
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ABSTRACT

Soil microbiological attributes of an agricultural area following disposal of tannery
sludge

Tannery sludge is a residue with a high content of nutrients and soil acidity
neutralization power, which allow its use in agricultural areas and could be an
advantageous alternative for its final disposal and recycling. Furthermore, the
accumulation in soil of high concentrations of certain elements, such as nitrogen, sodium
and chromium, typically present in tannery sludge can provide negative impacts on the
environment. Microorganisms play a very important role in soil sustainability and plant
nutrition, as well as, respond quickly to environmental changes. Thus, it becomes
important to study the impact of a material resulting of the mixture of sludge from the
liming process and the primary sludge from the wastewater treatment plant, with a low
level of chromium, on soil biological attributes. This study aimed to evaluate the
microbial soil attributes after application of tannery sludge doses (0, 3,4, 13,5, 23,6, and
33,7 Mg ha™ in 2006 and 0, 2,3, 9,0, 15,8, and 22,6 Mg ha™ in 2007) based on total N
content of sludge, with doses equivalent to 0 up to 1200 kg ha™ total N. Tannery sludge
application modified the genetic structure of the bacterial community mainly right after
each sludge application. There was a clear separation between the bacterial
communities in different treatments, being that each dose of sludge imposed a specific
community different from the control. It was verified that the effect of sludge on these
bacterial populations is more extended in the first year of application, when the effect
remained until after 300 days of application. In the second year of sludge application,
there was no difference in the bacterial community among the smallest doses and the
control after 260 days of the application. The same result was observed regarding soil
biological activity. The most influenced properties by the application of tannery sludge
were asparaginase and urease activities (both are related to the N cycle). Changes in
the structure of the bacterial community were directly related to changes of biological
activity in this soil. The AMF spore density decreased with increasing doses of tannery
sludge. The rate of AMF root colonization was high (64%) and stayed unaffected by the
sludge. Eighteen AMF species belonging to six genera (Acaulospora, Glomus,
Gigaspora, Scutellospora, Paraglomus and Archaeospora) were recorded. At the
highest doses of sludge we observed decreased AMF species diversity and changes in
their relative frequencies. Furthermore, the tannery sludge altered AMF species
composition, modifying the mycorrhizal status of this soil. High doses of tannery sludge
modified the microbial community structure based on the phospholipids fatty acids
(PLFA) profile. The carbon substrate consumption by the microbial community was
accelerated and intensified by sludge application, showing that the metabolic potential of
this community was different from that of the control. The changes observed in the
microbial attributes are related to modifications in the soil chemical attributes, mainly to
the increases of inorganic N and soil pH.

Keywords: Tannery sludge application; Agriculture; Carbon; Nitrogen; pH; DGGE;
Enzymatic activity; Mycorrhiza; Spores; Multivariate statistics; PLFA; Biolog
Ecoplate
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1 INTRODUCAO

A crescente avalanche de residuos organicos das mais variadas naturezas,
produzidos pelas atividades humanas, esta a ponto de soterrar os avangos tecnologicos
de nossa civilizagdo. Estamos diante de um grave impasse, com crescente acumulagéo
de residuos que geralmente s&do dispostos em areas destinadas a receber milhdes de
toneladas desse material sem, contudo, apresentar a devida infra-estrutura para
suportar tal atividade. O resultado disso € a crescente degradagao e polui¢do do solo,
das aguas e do ar, principalmente em areas préoximas aos grandes centros urbanos e
industriais, com reflexos negativos na saude publica. O publico em geral enxerga o solo
como um grande depdésito para o descarte de todos os residuos (urbanos, industriais ou
agricolas). O solo, tal como os cursos dagua, tem uma grande capacidade
autodepuradora, mas a carga organica depositada costuma ultrapassar em muito o seu
potencial de reciclagem.

Os residuos organicos sao fontes de nutrientes para as plantas. Se bem
utilizados, podem ser aplicados na agricultura como fertilizantes organicos,
organominerais ou condicionadores do solo. A maior caréncia para uma agricultura
sustentavel é a preservagao e o enriquecimento da matéria organica do solo. O uso dos
residuos, por exemplo, das industrias curtumeiras, consideradas potencialmente
poluidoras, poderia diminuir a exigéncia de fertilizantes minerais, o que, além de
contribuir para a diminuigao de custos, também poderia aumentar a vida util das fontes
de minerais nao renovaveis e dos aterros sanitarios.

O Brasil ocupa lugar de destaque na produgdo mundial de couros, com 44,4
milhdes de peles processadas anualmente, com exportagdes de 2,19 bilhdes de dolares
em 2007. Durante o processamento das peles sdo gerados grandes volumes de
residuos liquidos e sdlidos, sendo o lodo do caleiro e o lodo primario da estacdo de
tratamento de efluentes (ETE) os gerados em maior quantidade. Cada tonelada de pele
processada gera 150-200 kg de lodos (base seca) (PACHECO, 2005), que precisam ser
tratados e descartados de forma adequada, por isso é alvo de grande preocupacgao

ambiental.
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As caracteristicas desses lodos variam muito em fungdo do tipo de pele a ser
processada, tecnologia empregada no processamento das peles e sistema de
tratamento de efluentes adotado pela industria. De maneira geral, esses residuos se
tornam altamente poluidores a medida que concentram uma elevada carga organica e
inorganica. O lodo do caleiro apresenta em sua composi¢ao altos teores de carbonatos,
hidroxidos, sodio e sulfetos, j& o lodo primario da ETE contém elevado teor de
nitrogénio e pode conter alto teor de cromo na forma trivalente, representando potencial
de risco biolégico em fungédo das condi¢gdes de oxi-reducdo do meio (SANTOS et al.,
2009). Devido a necessidade da industria em se adequar as novas exigéncias
ambientais, aliada ao avango tecnoldgico no processamento de peles (separagao de
residuos com cromo e reciclagem dos efluentes), o teor de cromo no lodo primario da
ETE tem sido reduzido.

A disposicao de residuos no solo normalmente € causa de muitas controvérsias.
Entretanto, sabe-se que o solo constitui o melhor e mais seguro meio para a disposi¢cao
de poluentes, em relacédo a hidrosfera ou a atmosfera. Os solos s&o capazes de oxidar
e/ou precipitar os compostos e remové-los da cadeia alimentar, de modo mais seguro
que o ar ou a agua. Outro beneficio da disposicao desses residuos no solo refere-se a
possibilidade de serem utilizados na recuperagdo de areas degradadas, ou na
agricultura, como fertilizantes e corretivos do solo.

O uso agricola de residuos de curtume pode contribuir para a melhoria da
fertilidade dos solos e nutricdo das plantas (ALCANTARA et al., 2007; ARAUJO et al.,
2008, MARTINES; ANDRADE; CARDOSO, 2006, OLIVEIRA, 2007,),
consequentemente podendo melhorar a produtividade agricola das culturas
(CASTILHOS; TEDESCO; VIDOR, 2002; FERREIRA et al., 2003, SILVA et al., 2010),
além de representar uma forma de reciclagem do residuo no ambiente. Nesse ultimo
aspecto, deve-se salientar a necessidade de critérios técnico-cientificos para sua
aplicagdo na agricultura, uma vez que tal pratica, feita de forma inadequada, pode
conduzir a valores muito elevados e inadequados de pH (CAVALLET; SELBACH, 2008;
MARTINES, 2005; SELBACH et al., 1991), sais soluveis (AQUINO NETO; CAMARGO,
2000, KONRAD; CASTILHOS, 2002, MARTINES, 2005) e cromo (AQUINO NETO;
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CAMARGO, 2000, FIGLIOLIA et al., 1992) nos solos tratados, o que pode comprometer
a sustentabilidade agricola e o uso futuro dessas areas.

Segundo Martines (2009), até a década de 80, a maioria dos curtumes
brasileiros gerava, durante o processamento das peles, no maximo dois lodos
denominados de “lodo do caleiro” e “lodo do tratamento primario”. O primeiro nao
apresenta Cr, ja 0 segundo normalmente apresentava teores de até 36.000 mg kg™
(KONRAD; CASTILHOS, 2001), geralmente na forma trivalente. A partir da década de
90, os efluentes provenientes das diversas etapas do processamento de peles
passaram a ser reciclados ou tratados em separado em estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) (MARTINES, 2009). Assim, atualmente, a separagao dos efluentes que
contém Cr reduziu significativamente o teor de Cr no lodo primario, que normalmente
fica abaixo de 1.000 mg kg'1, teor considerado como maximo para aplicacao de lodo de
esgoto em area agricola, segundo a norma CONAMA 375 (BRASIL, 2006).

Varios estudos da literatura avaliaram o poder corretivo, o efeito fertilizante, o
efeito sobre a microbiota, assim como a dindmica de oxi-redugdo do cromo, pela
utilizagéo de lodos de curtume com elevados teores de cromo no solo (ALCANTARA et
al., 2007; CASTILHOS; VIDOR; CASTILHOS, 2000; JAHNEL; CARDOSO; DIAS,1999;
KRAY et al., 2008, OLIVEIRA et al., 2008). A maior preocupagao destes trabalhos
sempre foi o problema do cromo, sendo que raramente eram abordados outros fatores
de risco da aplicagcdo desse material. Atualmente com a possibilidade de reducédo do
teor de cromo total no lodo final, outros fatores limitantes surgem como o excesso de
nitrogénio e sodio, em detrimento do problema do cromo. Entretanto, sdo raros estudos
envolvendo a aplicagao do lodo de caleiro em conjunto com o lodo primario de ETE com
teor reduzido de cromo.

Altos teores de nitrogénio inorganico no solo, decorrentes da mineralizagdo da
fragcdo organica do lodo de curtume, podem gerar efeitos negativos, principalmente
quando a mineralizacdo n&o € sincronizada com a absor¢cdo pelas plantas,
possibilitando sua movimentacao e consequente contaminagao das aguas superficiais e
subterraneas (DYNIA; SOUZA; BOEIRA, 2006). Ainda ha o risco da geragédo de 6xido
nitroso a partir da desnitrificagdo, contribuindo para a poluicdo atmosférica e o efeito
estufa (TRUJILLO-TAPIA et al., 2008). J& o sodio pode causar limitagdes no



16

desenvolvimento das plantas, dispersdo de argilas e problemas de osmorregulagcéao
sobre os microrganismos (RIETZ; HAYNES, 2003).

Para o correto uso agricola do lodo de curtume sdo necessarias pesquisas
visando esclarecer quais as doses mais apropriadas para cada solo, impacto no
ambiente e o efeito residual, auxiliando desse modo na elaboragcdo de normas técnicas
sustentaveis. Assim, o estudo integrado e aprofundado desses aspectos contribuira
para o estabelecimento de valores limite para as doses utilizaveis em cenarios reais, o
que podera viabilizar uma gestao sustentavel destes residuos.

Segundo Martines (2009), devido ao grande volume de lodo do caleiro e lodo
primario, gerados diariamente, varios curtumes delimitam uma area agricola que passa
a receber aplicacdo diaria da mistura desses lodos, até acumular uma determinada
dose, em fungdo do critério mais restritivo entre os seguintes: (i) N disponivel para a
cultura; (ii) poder de neutralizagdo; (iii) quantidade de sodio aplicado e (iv) teor de Cr
acumulado no solo. Em curtumes que aplicam lodo em areas cultivadas com culturas
anuais, o periodo de aplicagdo € de aproximadamente 90 dias, com posterior
incorporacdo e plantio da cultura. Concomitantemente, uma nova area € demarcada
para aplicagdo do lodo. Esse manejo possibilita a aplicagdo diaria do lodo, pois,
enquanto uma area esta recebendo lodo, outra esta sendo cultivada e vice-versa.

Uma preocupagao particular nesse tipo de pratica € o componente bioldgico do
solo. A comunidade microbiana do solo é essencial em qualquer ecossistema e esta
intimamente relacionado ao bom funcionamento do solo, com reflexos diretos na
fertilidade do solo e na nutricdo vegetal (KENNEDY; SMITH, 1995). Além disso, os
microrganismos do solo podem ser importantes bioindicadores da qualidade do solo,
pois, sdo dindmicos e respondem rapidamente a alteragbes ambientais, sofrendo
grande influéncia do ambiente, inclusive aquela proveniente do uso e manejo do solo e
vegetacdo, o que causa modificagdes quantitativas e qualitativas na sua estrutura e
atividade (BENDING et al., 2004). A biomassa microbiana pode ser muita mais sensivel
que o teor de carbono organico do solo diante de uma perturbagdo (POWLSON;
BROOKES; CHRISTENSEN, 1987). Assim, mudancas significativas na biomassa

microbiana podem ser detectadas muito antes que alteragbes na matéria organica
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possam ser percebidas, possibilitando a adogdo de medidas de mitigagao antes que a
perda de qualidade do solo seja mais severa (TOTOLA; CHAER, 2002).

A cinética da biodegradacao dos lodos de curtume no solo esta intimamente
relacionada com a atividade microbiana, a qual pode ser alterada pelas altas
concentragdes de sais, elevados valores de pH e toxicidade do cromo. Muitas etapas da
ciclagem de nutrientes no solo sdo realizadas exclusivamente por certos grupos de
microrganismos. Os residuos de curtume apresentam carga consideravel de nitrogénio
em sua composicdo e a ciclagem do nitrogénio no solo € essencialmente
microbioldgica. Alteracbes ambientais decorrentes de atividades antropicas podem
afetar negativamente grupos microbianos chave e, dependendo da importancia do
processo de transformagao e ciclagem que determinado grupo desempenha no solo,
pode comprometer a sua qualidade e sustentabilidade (ALVAREZ-BERNAL et al.,
2006).

Estudos dos efeitos da adigdo de residuos organicos sobre a composi¢cao e
estrutura da comunidade microbiana sdo importantes, uma vez que ela é determinante
para as taxas de decomposi¢do da matéria orgéanica e ciclagem de nutrientes nos solos
agricolas (FREY; ELLIOTT; PAUSTIAN, 1999), assim como tem influéncia direta na
redundancia funcional do solo e consequentemente sobre a sua resiliéncia.

Todas as transformacdes bioquimicas do planeta sdo dependentes ou
relacionadas a atividade das enzimas. No solo, as principais reagdes de transformacao
sao mediadas principalmente pelas hidrolases e oxirredutases que controlam os
processos de decomposi¢cao dos materiais organicos e transformagdes inorganicas. As
atividades de enzimas extracelulares no solo, além de serem reguladas indiretamente
pelo aumento da producdo e secregcdo pelos microrganismos, podem também ser
reguladas diretamente pelas condi¢des fisico-quimicas do ambiente (SINSABAUGH,
1994). As atividades enzimaticas tém sido usadas como indicadores sensiveis das
alteragdes causadas pelo manejo do solo (PERUCCI, 1992). De acordo com Kandeler
(2007), a composigao da comunidade microbiana determina seu potencial em sintetizar
enzimas, e, portanto, qualquer alteragdo na comunidade microbiana pode refletir nos
niveis de atividade enzimatica do solo. Assim sendo, a adicdo de lodo de curtume em

areas agricolas pode influenciar diretamente o padrédo de atividade enzimatica da
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mesma. Nesse contexto, as atividades enzimaticas relacionadas ao C, N e P podem ser
usadas como indicadoras da atividade biologica ou dos processos bioquimicos no solo
e dos efeitos da adi¢cao de residuos ao solo.

O estudo da ecologia de grupos funcionais microbianos especificos, como a
comunidade de fungos micorrizicos arbusculares, também tem potencial para
caracterizar o efeito do manejo sobre a sustentabilidade do solo (BENDING et al.,
2004). A maioria das plantas forma simbiose com esses fungos e o0s seus beneficios
para o solo e o desenvolvimento vegetal sdo amplamente conhecidos (SIEVERDING,
1991). Os FMA apresentam relevancia ecolégica unica para o ambiente e, por isso, a
sua ocorréncia, atividade e eficiéncia podem ser um valioso indicador de qualidade do
solo (STENBERG, 1999).

Uma melhor compreensido do funcionamento da comunidade microbiana pode
ser obtida ao se examinar, além da diversidade de espécies, a diversidade funcional
que ela representa (TOTOLA; CHAER, 2002). O potencial metabdlico da comunidade
microbiana do solo é consequéncia da diversidade genética, dos efeitos ambientais na
expressao génica e das interagdes ecologicas entre as diferentes populacdes (ZAK et
al., 1994). Alteragbes sobre o metabolismo microbiano podem ter efeitos sobre a
ciclagem de carbono e nutrientes. Desta forma o potencial fisiolégico da comunidade
microbiana também pode ser um indicador importante de alteracbes na qualidade
biolégica do solo.

A atividade biolégica pode ser definida como toda reagédo bioquimica catalisada
pelos organismos do solo e é frequentemente medida pela quantificagdo da liberagéo
de CO; do solo, pela oxidagdo de compostos orgéanicos pela atividade metabdlica de
organismos aerdbicos do solo, método denominado de respirometria. A atividade dos
organismos no solo € considerada um atributo positivo para a qualidade do solo, sendo
a respiracdo um indicador sensivel de decomposi¢éo de residuos, do giro metabdlico do
carbono organico no solo e de disturbios no ecossitema (PAUL et al., 1999). Segundo
Totola e Chaer (2002), uma alta taxa de respiragcdo pode ser uma caracteristica
desejavel quando se considera que ela € um sinal de rapida decomposicéo de residuos
organicos em nutrientes disponiveis para as plantas. Entretanto, também pode indicar

uma rapida oxidacdo de matéria orgéanica, por exemplo, quando da quebra de



19

agregados do solo promovida pela aragéo, a qual expde material organico que outrora
se encontrava protegido da agao de populagdes microbianas com atividade aerébica.

Existem varios estudos dos efeitos dos residuos de curtume sobre as
propriedades quimicas do solo, mas informacgdes do seu impacto sobre as propriedades
bioldgicas ainda sdo escassas e precisam ser mais bem compreendidos. E provavel
que alteracdes nas propriedades fisico-quimicas do solo possam influenciar direta ou
indiretamente as populagdes microbianas e suas atividades. Sendo assim, torna-se
importante estudar o impacto decorrente da utilizagdo em conjunto do lodo do caleiro e
de lodo primario da ETE, com teor reduzido de cromo, nos atributos biolégicos do solo,
como uma forma de monitoramento das alteracbes promovidas no solo, decorrentes
dessa pratica.

O presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito da aplicagdo de lodo de
curtume em solo agricola sobre: (i) a estrutura; (ii) a atividade bioldgica; (iii) e o perfil
fisiologico das comunidades microbianas; (iv) grupos funcionais de microrganismos
relacionados ao ciclo do N e (v) a ocorréncia de FMA. Tais objetivos fundamentam-se
nas seguintes hipdteses: 1) devido as caracteristicas intrinsecas ao lodo de curtume
(elevado teor de nutrientes e carater alcalino) os atributos microbioldgicos respondem
rapidamente as aplicagbes do residuo ao solo; 2) a aplicagcdo de lodo de curtume
modifica a estrutura da comunidade microbiana do solo; 3) as alteragdes sobre a
estrutura de comunidade microbiana tém reflexos diretos sobre a atividade biolégica e
perfil metabdlico dessa comunidade; 4) o elevado teor de nutrientes contido no lodo de

curtume inibe a ocorréncia dos FMA em solo tratados com esse residuo.
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2 ALTERACOES NA ESTRUTURA GENETICA DE BACTERIA E ATIVIDADE
MICROBIANA EM SOLO AGRICOLA TRATADO COM LODO DE CURTUME

Resumo

A aplicagcdo de lodo de curtume ao solo € uma forma de reciclagem desse
residuo, contudo, ainda sdo escassos estudos sobre as alteragdes que essa pratica
pode provocar nos atributos microbioldgicos do solo. Estudou-se o efeito de duas
aplicagbes anuais (2006 e 2007) de lodo de curtume (com baixo teor de cromo) na
estrutura da comunidade e atividade microbiana do solo. Foram aplicadas doses de
lodo baseadas no teor de N total, que variaram de 0 a 1200 kg de N ha™', em area
agricola, em Rolandia, Parana, Brasil. Durante trés meses o lodo permaneceu sobre o
solo antes de ser incorporado por gradagem. Ao todo foram realizadas 7 amostragens
de solo durante o periodo experimental. A estrutura da comunidade bacteriana, avaliada
por eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE), foi modificada pelas
aplicagdes de lodo de curtume. Logo apds a primeira aplicagao verificou-se uma nitida
separacado entre as comunidades microbianas nos diferentes tratamentos, sendo que
cada dose de lodo impds uma comunidade especifica. Essas diferengas continuaram
apos 300 dias da aplicagdo e também apds a segunda aplicacédo do residuo, no
entanto, apds 666 dias do inicio do experimento ndo houve diferenga nas comunidades
microbianas entre as menores doses e o controle. A andlise de curva de resposta
principal (PRC) mostrou que houve um grande estimulo da primeira aplicagdo do lodo
sobre a atividade biologica e esse estimulo permaneceu mesmo apods 300 dias da
aplicacdo. Na segunda aplicagdo também houve estimulo da atividade, mas de menor
magnitude e menos prolongado, visto que, apos 260 dias da segunda aplicagdo nao
houve diferenga na atividade bioldgica entre os tratamentos. A PRC também mostrou
que os atributos mais influenciados pela aplicacdo do lodo de curtume no solo foram as
atividades enzimaticas relacionadas a ciclagem do N (asparaginase e urease). A
analise de redundancia (RDA) revelou que o estimulo a atividade microbiana esta
relacionado principalmente com o aumento do N inorgéanico e elevagéo do pH do solo
pelo lodo de curtume. Os resultados do presente estudo mostram que a alteragcédo da
estrutura de comunidade microbiana tem relacdo direta com modificagcdes sobre a
atividade biolégica desse solo.

Palavras-chave: Aplicacdo de residuo; Carbono; Nitrogénio; DGGE; Atividade
enzimatica; Estatistica multivariada

Abstract

The application of tannery sludge to soils is a form of recycling; however, few
studies have examined the impacts of this practice on soil microbial properties. We
studied effects of two applications (2006 and 2007) of tannery sludge (with low
chromium content) on the structure of the bacterial community and on the microbial
activity of soils. We fertilized an agricultural area in Rolandia, Parana state, Brazil with
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different doses of sludge based on total N content, which ranged from zero to 1200 kg
ha™ total N. Sludge remained on the soil surface for three months before being plowed.
Soils were sampled seven times during the experiment. Bacterial community structure,
assessed by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE), was modified by the
application of tannery sludge. Soon after the first application, there was clear separation
between the bacterial communities in different treatments, such that each dose of sludge
was associated with a specific community. These differences remained until 300 days
after application and also after the second sludge application, but 666 days after the
beginning of the experiment no differences were found in the bacterial communities of
the lowest doses and the control. The principal response curve (PRC) analysis showed
that the first sludge application strongly stimulated biological activity even 300 days after
application. The second application also stimulated activity, but at a lower magnitude
and for a shorter time, given that 260 days after the second application there was no
difference in biological activity among treatments. PRC also showed that the properties
most influenced by the application of tannery sludge were enzymatic activities related to
N cycling (asparaginase and urease). The redundancy analysis (RDA) showed that
tannery sludge's influence on microbial activity is mainly related to increases in inorganic
N and soil pH. Results showed that changes in the structure of the bacterial community
in the studied soils were directly related to changes of their biological activity.

Keywords: Carbon; DGGE; Enzymatic activity; Multivariate statistics; Nitrogen; Waste
application

2.1 Introducéo

O Brasil € o maior exportador mundial de couro, processando cerca de 44
milhdes de peles por ano. Durante as diversas etapas do processamento de couro séo
gerados em média 100 L de diferentes tipos de lodos contendo cerca de 5% de matéria
seca para cada pele processada, que podem ser reciclados ou tratados em separado
em estacdo de tratamento de efluentes (ETE). Os lodos de curtume apresentam
elevado teor de nutrientes e potencial de neutralizagdo da acidez do solo, o que
possibilita a sua utilizagdo em areas agricolas, podendo ser uma alternativa para
disposicao final desses residuos. Essa pratica pode contribuir para a melhoria da
fertilidade dos solos e nutricdo das plantas (ALCANTARA et al., 2007). No entanto,
existe a necessidade de critérios técnico-cientificos para sua aplicagdo na agricultura,
uma vez que tal pratica, feita de forma inadequada, pode conduzir a valores muito
elevados e inadequados de pH (CAVALLET; SELBACH, 2008), sais soluveis
(ALVAREZ-BERNAL et al., 2006) e cromo (KAMALUDEEN et al., 2003) nos solos
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tratados, o que pode comprometer a sustentabilidade agricola e o uso futuro dessas
areas.

Apesar das preocupacdes causadas pelo cromo no ambiente, o principal risco
esta associado ao Cr hexavalente (VI). Contudo, o cromo atualmente empregado nas
industrias de couro no Brasil tem sido o sulfato de cromo [Crz(SO4)s], que representa a
forma menos téxica, e também esta geralmente complexado pela matéria organica do
lodo e solo. O Cr(lll) é a forma predominante do cromo em lodo de curtume e
permanece nessa forma no solo, especialmente em pH acima de 5,5 (BARTLETT;
KIMBLE, 1976). Além disso, os curtumes tém melhorado seus métodos de curtimento
para reduzir o Cr total no lodo final.

Uma preocupacao particular nesse tipo de pratica € com relacdo ao
funcionamento bioldgico do solo, cuja comunidade microbiana desempenha importante
funcdo na sustentabilidade e qualidade do solo, atuando em processos chave, como
decomposi¢cao da matéria organica e ciclagem de nutrientes, com influéncia direta na
sua fertiidade e na nutricdo vegetal (KENNEDY; SMITH, 1995). A comunidade
microbioldgica é dindmica e responde prontamente a alteragdes ambientais, inclusive
aquelas provenientes do uso e manejo do solo, que causam modificagdes quantitativas
e qualitativas na sua estrutura (TOTOLA; CHAER, 2002). Assim, os atributos
microbiologicos podem atuar como bioindicadores da saude do solo ou dos disturbios
que podem ocorrer devido a acao antropica.

Existem varios estudos dos efeitos dos residuos de curtume sobre as
propriedades quimicas do solo, mas informag¢des do seu impacto sobre a estrutura da
comunidade microbiana e as consequéncias dessas alteracbes ainda sdo escassas.
Assim, a prioridade principal é estudar os impactos do lodo de curtume com baixo teor
de cromo sobre as propriedades bioldgicas do solo. Este trabalho avaliou os efeitos de
duas aplicagbes anuais de lodo de curtume em solo agricola sobre a estrutura e
atividade da comunidade microbiana. A hipdtese do estudo foi que as aplicagdes de
lodo de curtume provocam alteragdes sobre a estrutura de comunidade microbiana que

refletem sobre a atividade bioldgica desse solo.
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2.2 Desenvolvimento
2.2.1 Material e Métodos
Area experimental e doses de lodo de curtume

O experimento foi instalado em &rea agricola localizada no municipio de
Rolandia, Estado do Parana, Brasil (latitude: 23°17’S, longitude: 51°29°'W, altitude: 650
m). O clima local é classificado, segundo Képpen, como Cfa, com precipitagdo média
anual de 1600 mm, ocorrendo principalmente de setembro a marco. A area
experimental € manejada ha mais de 10 anos em sistema de semeadura direta com
rotagdo das culturas, soja (Glycine max L. Merrill) ou milho (Zea mays L.) no verao e
trigo (Triticum aestivum L.) ou aveia (Avena strigosa Schreb) no inverno. O solo foi
classificado como Rhodic Kandiudult (US Taxonomy), de textura muito argilosa. A
camada de 0-10 cm apresenta as seguintes caracteristicas: pH 5,5 em CaCl; 0,01 mol I
' (1: 2,5, solo: solugdo v/v), C total 24,3 g kg™, N total 5,7 g kg™', capacidade de troca
catiénica 11,96 cmol, kg™, saturagéo por bases 64,5%, P disponivel (resina) 34 mg dm™
(RAIJ et al., 2001), argila 74%, silte 6% e areia 20% (CAMARGO, 1986).

O delineamento experimental foi de blocos completos casualizados, com quatro
repeticdes. As doses de lodo foram calculadas em fung¢ao do teor total de N contido no
lodo de curtume. Os tratamentos foram doses equivalentes a 0, 120, 480, 840 e 1200
kg ha™ de nitrogénio total adicionados via lodo de curtume, respectivamente, o que
correspondeu a 0, 3,4, 13,5, 23,6 e 33,7 Mg ha™' de lodo de curtume (base seca) na
primeira aplicagdo (Jul. 2006) e 0, 2,3, 9,0, 15,8 e 22,6 Mg ha™ de lodo de curtume
(base seca), na segunda aplicagado (Ago. 2007), respectivamente. A dose de 120 kg ha
' corresponde a exigéncia de N para a obtencéo de altos niveis de produtividade de
milho (IAPAR, 2003).

Visando reproduzir o manejo adotado em diversos curtumes brasileiros, o lodo
foi aplicado com umidade natural na superficie do solo, em parcelas de 90 m?. Aos 89
dias apds a primeira aplicagao, o lodo de curtume foi incorporado ao solo por meio de

grade, na profundidade de 0-20 cm. Na sequéncia, foi realizado o cultivo de milho no
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verdo e aveia preta no inverno. Apdés o cultivo da aveia foi realizada a segunda
aplicagao de lodo (393 dias apds a primeira aplicagdo) e mantido na superficie do solo
por 87 dias, com posterior incorporag¢ao e novo cultivo de milho.

Durante todo o periodo experimental foram realizadas sete coletas de solo: aos
4, 79, 141, 301, 407, 533 e 666 dias apds o inicio do experimento. Foram coletadas
nove subamostras de solo por parcela, da camada de 0-10 cm, para formar uma
amostra composta. As amostras foram conservadas a 4 °C for 4-6 dias antes das
analises microbioldgicas, bioquimicas e quimicas. Para as analises moleculares as

amostras foram armazenadas a — 80 °C.

Lodo de curtume

O lodo de curtume utilizado no experimento foi obtido do Curtume Vanzella Ltda
(Rolandia, PR, Brasil) e era composto de uma mistura na propor¢ao de 1:1 do lodo do
caleiro, gerado na etapa de depilagéo e caleiro, e do lodo primario da ETE, resultante
da precipitagcdo dos efluentes gerados no processo, com excecao dos efluentes que
contém cromo. A mistura desses lodos em partes iguais € justificada em fungéo de os
mesmos serem gerados em maior quantidade e praticamente na mesma proporgao
durante o processamento das peles no Curtume Vanzella Ltda. Apdés a mistura dos
lodos, foram coletadas amostras, conservadas a 4 °C e enviadas ao laboratério, onde
cada amostra foi dividida em duas subamostras: (A) mantida com umidade natural; (B)
seca a 65 °C por 48 h.

Na subamostra (A) foram determinados os teores de N-NH;" e de N-NO3;™ + N-
NO;, pelo método da destilagdo com arraste a vapor (MULVANEY, 1996); o pH e a
condutividade elétrica (CE) com leituras diretas nas amostras, além dos sélidos totais e
solidos volateis por secagem a 65 °C e 500 °C, respectivamente (APHA, 2005). A
subamostra (B) foi submetida a determinagdo das concentragdes de carbono organico
pelo método da oxidagdo com dicromato sob aquecimento externo (NELSON;
SOMMERS, 1996); N-total, pelo método Kjeldahl, usando bloco digestor (BREMNER,
1996); poder de neutralizagdo, por alcalimetria (BRASIL, 2007); Ca, Mg, K, P, S, Na,
Mn, Fe, B, Zn, Cu, Mo, Al, As, Cd, Pb, Hg, Ni, Se, Cr total por digestdo nitrica em



28

microondas e leitura em ICP-AES (USEPA, 1986), sendo o K e Na determinados com

fotbmetro de chama (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Caracterizagao fisico-quimica do lodo de curtume utilizado no experimento

Variavel 12 aplicacéo 22 aplicacéo Variacdo®™
pH™ 12,7 9,7 7,7-11,8
CE (dS m™M" 29,5 16,6 -
Soélidos totais, a 65 °C (g kg™) 53,3 55,4 120,0 — 390,0
Sélidos volateis (g kg™) 442 554 -
Poder de neutralizacdo (g de CaCO; kg™ 262 361 160 — 315
C orgénico (q kg™ 308 321 65— 257,8
N total (g kg™) 35,7 53,2 9,8-53,4
N-NH," (g kg™) 20,4 21,9 -
N-NOs (g kg™) 0,2 0,2 -
Relagdo C/N 8,7 6,0 41-138
Ca(gkg™) 78,9 88,0 20,0 - 210,0
Mg (g kg“) 0,7 1,0 02-75
K (gkg™) 0,1 3,3 0,1-17
P(gkg™) 3,9 38 11-75
S (gkg”) 36,1 43,0 13,0 -15,0
Na (g kg™) 10,0 66,9 8,1-59,9
Mn (mg kg™') 2858 3340 128 — 6350
Fe (mg kg™) 408 1249 -
B (mg kg™) 4,5 5,6 -
Zn (mg kg™) 433 73,0 48,0 -176,0
Cu (mg kg™) 45 16,0 14,0 -81,0
Mo (mg kg™") 3,3 <0,5% -
Al (mg kg™ ) 2257 13440 -
As (mg kg™) <1,0¥ <0,5% -
Cd (mg kg™”) <1,0® <0,5% 0,1-4,0
Pb (mg kg™ <1,0® 9,3 15,0 -35,0
Hg(mg kg™) <1,0% <0,5% -
Ni (mg kg'1) 3,0 7.8 1,3-20,0
Se (mg kg™) <1,0%® <0,5% -
Cr total (mg kg™) 1613 580 798 — 22200
Resultados expressos em base seca a 65 °C por 48 h; ' Medidos na amostra in natura; @

Concentragdes menores que o limite de detecgao; ®)Valores obtidos de Alcantara et al. (2007), Barajas-
Aceves e Dendooven (2001), Barajas-Aceves, Velasquez-Ocampo e Vazquez-Rodriguez, (2007), Kray et
al. (2008), Martines, Andrade e Cardoso (2006).

Extracdo de DNA e DGGE

A estrutura genética da comunidade bacteriana do solo foi avaliada por meio da
separagao de fragmentos do gene codificando o rRNA 16S, amplificado por meio da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e DGGE (MUYZER, DEWAAL;
UITTERLINDEN, 1993). Foram avaliadas as amostras de solo coletadas aos 4, 301,

407 e 666 dias. O DNA metagendmico de cada tratamento foi extraido de 0,5 g de solo,
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utilizando-se o Fast DNA SPIN KIT para solo (Q-Biogene, EUA), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A regidao V3 do gene codificando o rRNA 16S foi amplificada
por PCR, utlizando-se o DNA metagendmico extraido e os oligonucleotideos
iniciadores BA338fGC e UN518r (JVREAS et al., 1997). A reagéo foi realizada em um
volume de 25 pl com 1X Taq Platinum DNA polimerase buffer, 0,1 mmol " dNTPs, 1,5
mmol I" MgCl,, 0,625 U Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 1 pmol de
cada primer e 10 ng do DNA metagendmico. As condi¢gdes de amplificagdo foram de 5
min a 95 °C; 30 ciclos de 1 min a 92 °C; 1 min a 55 °C, e de 1 min a 72 °C. A extenséao
final foi de 10 min a 72 °C.

O DNA do produto de PCR foi quantificado por densitometria apos eletroforese
em gel de agarose 1% e comparagao com o padrdao de massa (Low DNA Mass Ladder
— Invitrogen, Brasil) e foi analisado por meio de géis de acrilamida (8%) com um
gradiente desnaturante de 15 a 55%, preparado com mistura de solugdo desnaturante
(7 mol I'" uréia e 40 cl I" de formamida) e solugdo a 0% (sem uréia e formamida)
(DVREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 200 V constantes e 60 °C por 4 h,
utilizando-se o sistema “DCode” (BioRad, EUA), em tampao 0,5X TAE. O DNA foi
corado com “SYBR Green” (GE Healthcare, Brasil). Os géis foram analisados por
densitometria usando um densitémetro laser “Fluorimager” (GE Healthcare, Brasil) e o
programa “Diversity Database” (BioRad, EUA), para a geragdo da matriz binaria dos

perfis de amplicons de cada amostra.
Avaliacao de atributos microbioldgicos do solo

Para as anadlises baseadas em numero mais provavel (NMP) e unidades
formadoras de colénias (UFC) de microrganismos, foram preparadas diluicées seriadas
de solo em solugao salina NaCl (0,145 mol I'"). A partir dos resultados obtidos em cada
meio de cultura, procedeu-se a estimativa do NMP por grama de solo com base em
uma tabela de probabilidades (COCHRAN, 1950). Para a determinagcdo de UFC
procedeu-se a contagem de coldnias na diluigdo que apresentou entre 30 e 300
coldnias. A umidade do solo foi determinada apés secagem a 105 °C por 24 h para

expressao dos resultados em massa de solo seco.
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A estimativa do NMP de microrganismos amonificadores e desnitrificantes foi
realizada de acordo com o método sugerido por Tiedje (1996) e Sarathchandra (1978),
respectivamente. A estimativa do NMP de bactérias e fungos foi realizada segundo
método de plaqueamento por gotas, descrito por Jahnel, Cardoso e Dias (1999). A
estimativa de UFC de microrganismos proteoliticos foi realizada de acordo com o
método de plagueamento descrito por Wood (1980), sendo a caseina pura substituida
por leite em pd desnatado.

As atividades da asparaginase, glutaminase e urease foram determinadas
segundo Tabatabai (1996) e o N-NH," foi determinado pelo método da destilagdo com
arraste a vapor (MULVANEY, 1996). A determinagédo da atividade da fosfatase acida
também foi de acordo com Tabatabai (1996) baseado na hidrélise do p-nitrofenil e
determinagao colorimétrica do p-nitrofenol resultante. A atividade da celulase segundo
Schinner e Von Mersi (1990) na qual a carboximetil celulose é usada como substrato e
0s acgucares redutores resultantes da atividade enzimatica sdo quantificados
colorimetricamente pelo método do Azul da Prussia. A respiragao basal foi determinada
de acordo com Alef e Nannipieri (1995). O carbono da biomassa microbiana foi
determinado pelo método da fumigagao-extragao de acordo com Vance, Brookes e
Jenkinson (1987).

Avaliacao de atributos quimicos do solo

O pH (acidez atual) foi determinado por potenciometria, em solugédo de CacCl,
(0,01 mol I'"), a condutividade elétrica (CE) por condutivimetria, em solugdo aquosa. O
carbono organico total (Corg) foi determinado por oxidagdo com dicromato em meio
acido e mensurado colorimetricamente. Ca, Mg, K, Na e P foram determinados em
extratos de solo obtidos com resina trocadora de ions. As concentragdes de Ca e Mg
foram obtidas por espectrometria de absorcao atbmica com atomizagcdo em chama, as
concentragdes de Na e K foram determinadas por espectrometria de emissao de chama
e o P por espectrofotometria de absor¢cédo molecular.

O nitrogénio inorganico (N-NH;* + N-NO3) foi extraido com KCI (2 mol I'') na

relagdo 1:10 (m:v). O N-NH," foi determinado mediante o emprego de um sistema de



31

analise de injecdo em fluxo continuo (FIA) com leitura em espectrofotometro a 605 nm
(KAMOGAWA,; TEIXEIRA, 2009) e o N-NOj3 foi determinado por espectrofotometria em
ultravioleta, com leitura em 220 nm e 275 nm (APHA, 2005).

Analise estatistica dos dados

A avaliacéo dos perfis de amplicons de Bacteria obtidos pelo DGGE foi realizada
pela andlise em escala multidimensional ndo-métrica (NMDS), utilizando o coeficiente
de similaridade de Bray-Curtis. Subsequentemente uma analise de similaridade
(ANOSIM) foi realizada para determinar diferengas estatisticas entre os tratamentos
através do programa PRIMER 5 (PRIMER-E, 2001).

Os dados microbioldgicos foram submetidos a analise estatistica univariada, via
ANOVA, considerando como fontes de variacdo as doses de lodo de curtume e as
épocas de coleta de solo, pelo programa STATISTICA (STATSOFT, INC., 2001). Para
essa analise os dados de NMP e UFC foram transformados para Log (X).

Utilizou-se a analise multivariada de curva de resposta principal (PRC) (VAN
DEN BRINK; TER BRAAK, 1999) para testar as alteragbes temporais nos atributos
microbioldgicos originadas pelas doses de lodo de curtume quando comparadas com o
controle (solo sem aplicagdo de lodo) e também para obter a contribuicdo de cada
atributo para a separacao dos tratamentos em relacdo ao controle. Em cada tempo de
amostragem, as diferengas entre os tratamentos e o controle foram analisadas via uma
ANOVA (seguido de um teste de Dunnet) com base nas coordenadas das amostras
(“sample scores”) no eixo 1 da PRC. Realizou-se analise de PRC também para os
dados quimicos.

A analise de redundancia (RDA) foi utilizada para testar a existéncia de relagdes
significativas entre os atributos microbioldgicos e quimicos do solo, em fungédo das duas
aplicacbes de doses de lodo de curtume. Para essa analise os dados de NMP e UFC
foram transformados para Log (X) e foi empregado o método de selegcédo das variaveis
quimicas (“Forward selection”). Para tais analises utilizou-se o software CANOCO 4.5
(TER BRAAK, 1988). Também foram calculados os coeficientes de correlagdo de

Spearman entre os dados microbianos e quimicos do solo.
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2.2.2 Resultados

Estrutura genética da comunidade de Bacteria do solo

Houve uma tendéncia de maior numero de bandas nos tratamentos que
receberam a aplicagaéo do lodo (Apéndice A). Um total de 70 amplicons foi detectado,
variando de 27 a 53, dependendo da dose de lodo e da época (dados né&o
apresentados) (Apéndice B).

A analise em escala multidimensional ndo-métrica (NMDS), baseada nos perfis
de amplicons do gene rRNA 16S de Bacteria, das 4 épocas avaliadas, revelou que a
estrutura da comunidade bacteriana do solo foi alterada pela aplicagdo de lodo de
curtume (Figura 2.1). Aos 4 e 407 dias (Figura 2.1 A e C, respectivamente), coletas
realizadas logo apds cada aplicagao de lodo de curtume, a representacao bidimensional
dos perfis de bandas mostrou clara separagédo entre todos os tratamentos, ou seja,
cada tratamento apresenta sua comunidade bacteriana especifica. No entanto, aos 301
e 666 dias (Figura 2.1 B e D, respectivamente), coletas realizadas aproximadamente
ap6s 9 meses de cada aplicacdo de lodo de curtume, essa separagao nao ficou tao
clara, apresentando sobreposicdo de tratamentos, principalmente entre as menores
doses e o tratamento controle, o0 que demonstra certa semelhancga entre suas estruturas

de comunidades bacterianas.
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Figura 2.1 — Analise em escala multidimensional (NMDS) dos perfis de amplicons do gene rRNA 16S de
Bacteria apos DGGE, em solo sob aplicagdo de doses de lodo de curtume no municipio de
Rolandia, PR, Brasil. A, B, C, D; correspondem a 4, 301, 407 e 666 dias apds o inicio do
experimento, respectivamente; 0, 120, 480, 840 e 1200, correspondem as doses de lodo de
curtume baseadas em kg N ha™, respectivamente

Para o presente trabalho, os niveis de estresse aplicados para as épocas
avaliadas pela NMDS variaram entre 0,09 e 0,15 (Figura 2.1); o que indica que a
representacao bidimensional é valida. Complementando os resultados da NMDS, a
analise de similaridade (ANOSIM) dos perfis de DGGE aos 4, 301 e 407 dias revelou
diferencas significativas (R global < 0,05) e o resultado do teste de pareamento mostrou
que todos os tratamentos s&o significativamente diferentes entre si (Tabela 2.1),
sugerindo que cada dose de lodo imp6s uma comunidade bacteriana especifica. A
disposicao grafica da NMDS aos 301 dias indica que o efeito do lodo sobre a
comunidade bacteriana do solo ainda foi detectavel 10 meses apds a primeira aplicagcao
do lodo. Aos 666 dias, aproximadamente 9 meses apds a segunda aplicagao de lodo,
esse efeito ainda foi evidente apenas no solo tratado com a maior dose de lodo (1200
kg N ha™'). Portanto, o efeito do lodo de curtume sobre a estrutura genética da
comunidade bacteriana do solo é mais marcante e prolongado no primeiro ano de

aplicagao.
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Tabela 2.2 — Resultado do teste de pareamento (valores de R) baseado nos perfis de amplicons do gene
rRNA 16S de Bacteria apés DGGE das 4 épocas avaliadas, de area sob aplicagdo de
doses de lodo de curtume, no municipio de Rolandia, PR, Brasil

Dose de lodo Teste de pareamento
(N total, kg ha™) 4 dias 301 dias 407 dias 666 dias
0, 120 0,91* 0,53* 0,95* 0,13
0, 480 1,00* 0,80* 1,00* 0,69*
0, 840 1,00* 0,97* 1,00* 0,98*
0, 1200 0,95* 0,98* 1,00* 1,00*
120, 480 0,72* 0,40* 0,73* 0,22
120, 840 0,87* 1,00* 1,00* 0,90*
120, 1200 0,74* 1,00* 1,00* 0,91*
480, 840 0,81* 0,32* 0,92* 0,21
480, 1200 1,00* 0,73* 0,81* 0,52*
840, 1200 0,97* 0,74* 0,72* 0,67*
R global 0,73* 0,70* 0,87* 0,63*
*P<0,05

Atividade microbioldgica do solo

Houve diferengas significativas nas propriedades microbiologicas do solo nas
diferentes épocas de coleta. Além disso, as doses de lodo também afetaram a maioria
dos atributos avaliados, com excec¢ao dos fungos totais, a atividade da glutaminase e o

carbono da biomassa microbiana (Tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Analise de variadncia dos dados microbiolégicos de 7 épocas de amostragem de solo sob
aplicacédo de doses de lodo de curtume em area agricola no municipio de Rolandia, PR,
Brasil

Dose de lodo Epoca de coleta Dose de lodo X Epoca de coleta

Atributos microbianos

Valor de F
Bactéria 17,49* 27,42* 1,01
Fungos 0,50 47,33* 0,92
Amonificantes 15,12 517* 5,28*
Denitrificantes 18,20* 9,01* 2,31*
Proteoliticos 20,7* 25,5* 4,1*
Respiragao do solo 65,83* 239,87* 10,76*
Asparaginase 37,58* 142,78* 32,06*
Glutaminase 1,92 201,45 8,32*
Urease 23,36* 311,17* 37,19*
Celulase 4,06* 40,02* 0,88
Fosfatase acida 7,80* 97,13* 1,3
C — Biomassa microbiana 0,98 21,95* 0,70

*P<0,05
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Em geral, o NMP de bactérias, amonificadores e denitrificadores e a UFC de
microrganismos proteoliticos foram maiores nos solos que receberam lodo de curtume.
As outras variaveis apresentaram padroes similares ao observado para os
amonificantes, mostrados na Fig. 2.2 A. Os impactos mais acentuados sobre as
quantificagdes microbianas foram observados principalmente apds cada aplicacdo de
lodo de curtume. Aos 4 dias, os valores de NMP de amonificadores (Fig 2.2 A),
denitrificadores e UFC de proteoliticos nos tratamentos que receberam lodo foram até
2,5, 2,0 e 1,2 log unidades superiores que no tratamento controle, respectivamente. Aos
407 dias, nos tratamentos com lodo, as bactérias apresentaram valores até 2,0 log

unidades superiores ao tratamento controle (dados n&ao apresentados).
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Figura 2.2 — Niumero mais provavel (NMP) de microrganismos amonificadores (A) e respiragdo basal do
solo (B) em area agricola sob aplicagdo de doses de lodo de curtume no municipio de
Rolandia, PR, Brasil. Barras indicam o desvio padr&do da média (n = 4)

Também houve grande estimulo da respiragédo basal do solo pelas doses de lodo
de curtume, sendo mais intenso apds cada aplicagdo do residuo (4 e 407 dias), com
valores de producdo de CO, até 3,3 vezes superiores que no tratamento controle
(Figura 2.2 B). As atividades enzimaticas da asparaginase e urease apresentaram
comportamento semelhante entre si, ou seja, foram estimuladas pelas doses de lodo de
curtume principalmente apds a primeira aplicacéo de lodo (4 dias), alcangando valores

16,9 e 4,6 superiores em relagdo ao tratamento controle, respectivamente (Figura 2.3
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A). Aos 407 dias, logo apos a segunda aplicagao do lodo, a atividade da asparaginase
foi até 3,9 vezes superiores ao controle, enquanto a urease foi 10% superior. A
atividade da celulase também foi estimulada pela aplicagdo do residuo. No entanto,
diferentemente das outras atividades enzimaticas, o maior estimulo foi observado aos
301 dias, com valores 2,5 vezes superiores que os observados no controle (dados néo
apresentados). A atividade da fosfatase acida apresentou comportamento diferenciado
das outras enzimas em todas as épocas de coleta. Observou-se um aumento médio de
15% na atividade dessa enzima nas menores doses, seguido de um decréscimo médio

nas maiores doses de 15% em relagéo ao tratamento controle (Fig 2.3 B).
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Figura 2.3 — Atividade da asparaginase (A) e fosfatase acida (B) em area agricola sob aplicagdo de doses
de lodo de curtume no municipio de Rolandia, PR, Brasil. Barras verticais indicam o desvio
padrao da média (n = 4)

Atributos microbioldgicos do solo ao longo do tempo apds a aplicagédo de lodo de
curtume

A curva de resposta principal (PRC) revelou que os atributos microbioldgicos
avaliados sofreram alteracbes devido as doses de lodo de curtume e permitiu
diferenciar os tratamentos que receberam lodo, do tratamento controle, ao longo de 7
épocas de amostragem. Os dados de fungos totais, atividade da glutaminase e o
carbono da biomassa microbiana ndo foram incluidos nessa analise, pois, ndo houve

efeito das aplicagdes de lodo de curtume pela analise de variancia (Tabela 2.3). O teste
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de permutagbes de Monte Carlo (499 permutagdes) mostrou que houve influéncia
significativa dos diferentes tratamentos (doses de lodo) ao longo dos 666 dias de estudo
(F ratio = 64,3; P = 0,002) explicando 22% da variabilidade total dos dados. Neste caso,

o primeiro eixo candnico representa 63% da variabilidade total explicada (Figura 2.4).
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Figura 2.4 — Curvas de resposta principal (PRC) dos atributos microbiolégicos do solo avaliados nas sete
épocas (4, 79, 141, 301, 407, 533 e 666 dias apds o inicio do experimento) em fungao das
doses de lodo de curtume (0, 120, 480, 840 e 1200 kg N ha™ via lodo de curtume). Peso dos
atributos microbianos avaliados (Bk); atividade da urease (Ure); atividade da asparaginase
(Asp); atividade da celulase (Celu); respiracdo basal (Resp), amonificadores (Amo);
desnitrificantes (Den), bactéria (Bac); proteoliticos (Prote) e atividade da fosfatase acida
(Fos)

Quando adicionado ao solo, o lodo de curtume estimulou a atividade microbiana,
comportamento que pode ser visualizado aos 4 e 407 dias (Figura 2.4). A analise dos
“sample scores” de cada tratamento pelo teste de Dunnett mostra que nessas coletas
os solos que receberam lodo de curtume apresentaram condicdes microbianas
diferenciadas do controle (480, 840 e 1200) (Tabela 2.4). Apés o grande estimulo
provocado pela primeira aplicacao de lodo, a PRC e o teste de Dunnett, mostram que a
atividade biologica do solo tende a cair a patamares proximos do controle. No entanto,

apo6s 300 dias, nos tratamentos 840 e 1200, os efeitos da primeira aplicagdo do lodo
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ainda persistem. Apds a segunda aplicagao (407 dias), os tratamentos que receberam
lodo (480, 840 e 1200) continuaram a apresentar atividade bioldgica diferenciada do
controle, no entanto, a magnitude desse estimulo foi bem menor, quando comparado
com o do primeiro ano (4 dias). Apés 9 meses da segunda aplicagédo de lodo (666 dias),
ao contrario do que foi observado no primeiro ano, a atividade de todos os tratamentos
com lodo néo diferiu da do tratamento controle, demonstrando efeito passageiro do

estimulo.

Tabela 2.4 — Resultado do teste de Dunnett das 7 épocas avaliadas, de area sob aplicagao de doses de
lodo de curtume, no municipio de Rolandia, PR, Brasil. 0, 120, 480, 840 e 1200 kg N ha™

via lodo
Total N via lodo Teste de Dunnett
(kg N ha™) 4 dias 79 dias 141 dias 301 dias 407 dias 533 dias 666 dias
0,120 ns ns ns ns ns ns ns
0, 480 * ns ns ns * ns ns
0, 840 * ns ns * * ns ns
0, 1200 * * ns * * ns ns

* P <0,1; ns nao significativo

Na Figura 2.4, os valores de Bk representam o peso de cada atributo microbiano
na PRC, servindo como auxiliar de interpretacéo do diagrama (os atributos com valores
de Bk mais afastados do valor zero sdo os que mais influenciam as alteragdes
observadas entre os tratamentos ao longo do tempo). Assim, a atividade das enzimas
urease e asparaginase, que apresentaram maiores valores de Bk em modulo, sé&o as

que mais foram influenciadas pela aplicagao de lodo de curtume.

Relagao dos atributos microbiolégicos com os atributos quimicos do solo

Para a analise de redundancia (RDA), os dados de CE e capacidade de troca
catibnica (CTC) foram eliminados, pois, apresentavam efeito de colinearidade com
outras variaveis quimicas. O teor de K e Ca foram desconsiderados, porque n&do foram
significativos na selecdo de variaveis ambientais (forward selection) (P > 0,05). As
épocas de coleta de solo foram utilizadas como co-variaveis, pois, pela analise
univariada, houve efeito de época em todas as variaveis respostas (atributos

microbiologicos e bioquimicos) (Tabela 2.3).
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A RDA revelou relagéo significativa dos atributos microbiolégicos e bioquimicos

com os quimicos do solo (Teste de permutacédo de Monte-Carlo, F-ratio = 99,65; P =

0,002). Considerando a influéncia das variaveis ambientais (atributos quimicos), o eixo

1 explica 85% da variabilidade e junto com o eixo 2 representam 95% (Figura 2.5).
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Figura 2.5 — Analise de redundancia (RDA) dos atributos microbiolégicos e bioquimicos do solo de area
sob aplicacao de lodo de curtume no municipio de Rolandia, PR, Brasil. Setas continuas
representam as variaveis microbiolégicas e bioquimicas: ASP, asparaginase; URE, urease;
CEL, celulase; FOS, fosfatase acida; RESP, respiragdo basal; BAC, bactérias totais; AMO,
amonificadores; DEN, desnitrificantes; PRO, proteoliticos. Setas pontilhadas representam as
variaveis ambientais: pH, acidez ativa; Na, s6dio; Nmin, nitrogénio mineral; Corg, carbono
organico; P, fésforo; Mg, magnésio. Setas cinzentas representam os tratamentos, doses
equivalentes em kg N ha™ via lodo de curtume

A atividade da asparaginase, da urease e os microrganismos amonificadores

relacionaram-se com o aumento do teor de sodio do solo. Ja a atividade da celulase, as

bactérias totais, os proteoliticos, os desnitrificantes, a taxa de respiracdo basal e

também os amonificadores foram relacionados com o aumento do pH e do teor de

nitrogénio mineral (Figura 2.5).
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2.2.3 Discussao

Assim como no presente estudo, estimulos a grupos microbianos em solo sob
aplicagao de residuos de curtume tém sido relatados (CAVALLET; SELBACH, 2008),
bem como estimulo a atividade microbiana, avaliada pela producdo de CO,
(MARTINES; ANDRADE; CARDOSO, 2006) ou atividade enzimatica (BARAJAS-
ACEVES; VELASQUEZ-OCAMPO; VAZQUEZ-RODRIGUEZ, 2007). No entanto, a
maioria dos estudos avalia uma gama reduzida de atributos e esses sdo analisados
separadamente, o que limita as inferéncias sobre o efeito de residuos de curtume sobre
os aspectos microbianos globais do solo. A utilizagdo combinada de varios parametros
microbiologicos € mais adequada para avaliar alteragdes ou disturbios ambientais do
que aqueles que seriam obtidos por meio da analise de um unico parametro. Dentro
desse contexto, os métodos de estatistica multivariada, que consideram as amostras e
as variaveis em seu conjunto, permitem extrair informagées complementares, o que a
andlise univariada ndo consegue evidenciar (McGARIGAL; CUSHMAN; STAFFORD,
2000).

O principal fator relacionado as alteracbes sobre a estrutura de comunidade
bacteriana e o estimulo a atividade microbiana é que o lodo de curtume pode atuar
como fonte de C, de rapida e intensa mineralizagdo (MARTINES; ANDRADE;
CARDOSO, 2006), assim como fonte de compostos nitrogenados, energia e nutrientes
para os microrganismos quimioheterotréficos e, por meio da mineralizacédo de N e S,
atuam como fonte de energia aos microrganismos quimioautotroficos. Outros fatores
que também podem contribuir para essas alteragdes é que o lodo de curtume apresenta
carater alcalino (pH 12,7 e 9,7) que garante um potencial de corre¢cédo da acidez do solo.
Sabe-se que o aumento do pH do solo favorece a atividade microbiana (PIETRI;
BROOKES, 2008). Devido a baixa relagdo C/N do lodo utilizado (9:1 e 6:1), espera-se a
predominancia de mineralizagdo sobre a imobilizagdo de nitrogénio pela comunidade
microbiana do solo, conforme constatado por Alcantara et al. (2007). O nitrogénio €
frequentemente um fator limitante chave para os organismos do solo e a adigdo desse
elemento via lodo pode alterar a biomassa, atividade e composicdo de espécies
microbianas (SARATHCHANDRA et al., 2001). Esses argumentos corroboram o0s
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resultados da RDA que relacionaram os atributos microbianos mensurados no presente
estudo principalmente ao aumento do teor de N inorgéanico e elevagao do pH do solo
pela aplicacdo de lodo de curtume.

Devido as caracteristicas apresentadas pelo lodo de curtume, existem
populacdes microbianas que podem ser estimuladas em maior ou menor intensidade,
enquanto outras podem ser eliminadas ou inibidas em fungdo do residuo adicionado,
promovendo alteragcdes sobre a estrutura de comunidade microbiana do solo. Quando
residuos sdo aplicados ao solo, nhdo somente substratos degradaveis e nutrientes sao
supridos, mas também uma grande diversidade de microrganismos ja adaptados a
degradacdo desses constituintes, podendo ter acdo inoculante (BASU;
BHATTACHARYA; PAUL, 1997). Contudo, a agao inoculante do lodo na comunidade
microbiana do solo nem sempre é observada, ou seja, a adicao da microbiota inerente a
determinado residuo nao é decisiva para alterar a estrutura da comunidade do solo que
o recebeu (INNEREBNER et al. 2006). A aplicagdo de residuos organicos pode
contribuir principalmente para ativar populagdes microbianas autoctones e copiotroficas
do solo e indiretamente estimular os ciclos biogeoquimicos, fornecendo varios minerais
essenciais para a nutricao das plantas.

Aplicacdes de lodo de curtume causaram alteragdes na estrutura de comunidade
de bactérias, provavelmente devido ao desenvolvimento de populagdes microbianas
adaptados para degradar o residuo adicionado, resultando em alteragdes na atividade
microbiana do solo, como verificado pela PRC. Alteracbes sobre a estrutura de
comunidade bacteriana em solos que receberam diferentes tipos de residuos tém sido
relatadas (ENWALL et al., 2007, INNEREBNER et al., 2006), incluindo solos
cronicamente contaminados com lodo de curtume (KAMALUDEEN et al., 2003). Esses
autores atribuiram o fato principalmente ao teor de Cr®* presente no contaminante. No
entanto, como o lodo utilizado no presente estudo apresentava baixo teor de cromo
(1613 e 580 mg kg™'), na forma de Cr**, o que resulta em uma concentragdo no solo
nao maior que 27 mg kg™ na maior dose de lodo (1200 kg N total ha™), considerando as
duas aplicagbes anuais, as alteragcbes promovidas pela aplicacdo de lodo sobre a

estrutura da comunidade microbiana provavelmente ocorreu pelo aporte de C,
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compostos nitrogenados e nutrientes (ALVAREZ-BERNAL et al., 2006), além do poder
corretivo da acidez do solo pelo lodo aplicado (FERREIRA et al., 2003).

O PCR-DGGE mostrou diferentes perfis nas diferentes épocas de coleta,
provavelmente devido ao rearranjo das comunidades bacterianas nos diferentes
tratamentos, como resultado da exaustdo de substrato facilmente degradavel no fim de
cada ciclo da aplicacédo de lodo de curtume, quando o declinio da atividade microbiana
também foi observado. Alteragbes na estrutura de comunidade, juntamente com os
efeitos ambientais e as interagdes ecoldgicas, tém efeitos diretos sobre a diversidade
metabdlica e atividade bioldgica do solo (ZAK et al., 1994). Diferencas na composi¢cao
da matéria organica e alteragdes durante o processo de decomposigcdo modificam a
disponibilidade de substratos, que podem levar a sucessao microbiana e influenciar a
estrutura de comunidade (MARSCHNER; KANDELER; MARSCHNER, 2003).

A diminuigcdo da magnitude no estimulo a atividade biolégica promovido pela
segunda aplicagdo do lodo (407 dias), em comparagdo com a primeira (4 dias),
verificado através dos menores coeficientes canénicos padronizados na PRC, pode ser
explicada por um mecanismo de feedback que balanceia os processos de promogéao e
supressao da atividade e produgdo de enzimas pelas células dos organismos do solo,
resultando em nivel relativamente constante de atividades (MARTENS; JOHANSON;
FRANKENBERGER, 1992). Esses autores estudaram a aplicagao de residuo urbano
compostado ao solo durante trés anos e observaram que ocorria estimulo positivo a
atividade enzimatica a cada aplicagao do residuo, no entanto, a magnitude do estimulo
diminuia a cada aplicacéao.

A composicéo da mistura de lodo utilizado no experimento para cada ano foi
diferente e pode ter contribuido para a reducéo do efeito estimulante do lodo sobre os
atributos microbianos. Na segunda aplicagéao foram adicionados 1,8, 2,4, 45 e 7,0
vezes mais niquel, cobre, sddio e chumbo em cada dose que na primeira aplicacéo.
Sabe-se que altos teores de alguns metais no solo s&o prejudiciais ao desenvolvimento
microbiano (KUPERMAN; CARREIRO, 1997), bem como o excesso de sais, como 0
sédio, podem causar problemas de osmorregulagao sobre os microrganismos, e causar
impactos negativos sobre eles (RIETZ; HAYNES, 2003).
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O que também pode explicar o menor estimulo aos microrganismos na segunda
aplicacéao é que o efeito do lodo sobre os atributos quimicos do solo foi menor nesse
ano. O resultado da PRC dos dados quimicos (dados néo apresentados) (Apéndice C)
mostrou efeito significativo dos tratamentos (doses de lodo) ao longo do tempo (F ratio
= 339,35, P = 0,002), explicando 48% da variabilidade total dos dados. Em geral, os
coeficientes candnicos padronizados dos dados quimicos aos 407 dias dos tratamentos
que receberam lodo foram entre 15% e 53% menores que os das mesmas doses
equivalentes do ano anterior (4 dias apds aplicagédo). A magnitude das alteragdes sobre
as propriedades quimicas do solo tém grande influéncia sobre os microrganismos, seus
processos e fungdes no solo (AON; COLANERI, 2001).

A PRC mostrou que as atividades enzimaticas foram os atributos mais
influenciados pela aplicagdo do lodo de curtume (valores Bk), o que permitiu diferenciar
os tratamentos ao longo do tempo. As atividades enzimaticas tém sido utilizadas como
indicadores sensiveis de alteragdes provocadas por praticas de manejo do solo
(PERUCCI, 1992). De acordo com Kandeler (2007), a composi¢gdao da comunidade
microbiana determina o potencial da comunidade para sintetizar enzimas, e assim
qualquer modificacdo da comunidade microbiana devida a fatores ambientais deve
refletir sobre os niveis de atividades enzimaticas. No presente estudo as variacbes das
atividades enzimaticas durante o experimento provavelmente foram reflexos das
alteragbes promovidas na composicdo das populagcdes microbianas do solo e
alteragdes na disponibilidade de substrato para as enzimas.

A asparaginase atua na hidrdlise das fragcdes organicas de N com produgéo de
amonia, que também ¢é o produto final da atividade da urease. As formas organicas de
N do solo séo as principais fontes de substrato para asparaginase, principalmente nos
solos que recebem residuos organicos como o lodo de curtume, rico em compostos
nitrogenados. Segundo Khorsandi e Nourbakhsh (2008) a asparaginase e a urease sao
as enzimas mais sensiveis para estimar a fracao potencialmente mineralizavel de N
(No) de solos que recebem residuos organicos, e o maior Ny pode ser relacionado a
maior atividade dessas enzimas.

O sdbdio esta presente no residuo e a medida que o teor de nitrogénio adicionado

aumenta com as doses, o teor de sddio aplicado também aumenta. E como o lodo
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promoveu estimulo a atividade microbiana, também houve correlagcdo de alguns
atributos microbianos do ciclo do nitrogénio com o sédio. No presente estudo, o efeito
do sédio pode ser confundido com o do nitrogénio mineral, visto que houve relagao
altamente significativa entre eles pela correlacédo de Spearman (r = 0,905, P < 0,01).
Essa relacdo deve ser analisada com cuidado, pois, o0 aumento excessivo de soédio
pode aumentar a salinidade e sodicidade que podem deteriorar as propriedades fisicas
do solo, afetando negativamente plantas e microrganismos (RIETZ; HAYNES, 2003).

E importante monitorar a estrutura e a atividade das comunidades microbianas
como um indicador de mudanga em resposta aos usos do solo (KENNEDY; SMITH,
1995), pois, elas tém influéncia direta na redundancia funcional do solo e
consequentemente sobre a sua resiliéncia. De acordo com o manejo ou disturbio a que
sdo submetidos, grupos funcionais chave podem ser afetados negativamente, podendo
comprometer a qualidade do solo, por exemplo, com a diminuicdo ou extingao de
populagdes microbianas associadas a processos da ciclagem do nitrogénio, como a
nitrificagdo (ALVAREZ-BERNAL et al., 2006; BARAJAS-ACEVES; VELASQUEZ-
OCAMPO; VAZQUEZ-RODRIGUEZ, 2007), amonificacdo e denitrificacdo.

Apesar da aplicagao de lodo de curtume nao ter causado efeitos negativos nos
aspectos microbianos do solo, aplicagdes de altas doses de lodo podem causar
impactos ambientais negativos associados a lixiviagdo de nitrato, aumento de emissao
de gases do efeito estufa (N,O) (TRUJILLO-TAPIA et al., 2008), perdas de N por
volatilizacdo de aménia (MARTINES et al.,, 2010) e degradacdo da estrutura do solo
pelo excesso de sais (ALVAREZ-BERNAL et al., 2006), o que tornam necessarios

estudos adicionais sobre esta pratica.
2.3 Conclusdes

O presente estudo mostra que duas aplicacdes de lodo de curtume em solo
agricola ndo causam efeitos negativos sobre os atributos microbianos avaliados.
Também mostra que alteragbes na estrutura de comunidade microbiana, promovidas
por essa pratica, tém influéncia direta sobre a atividade microbiana nesse solo. As

alteragbes sobre a estrutura da comunidade microbiana e os estimulos sobre a
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atividade microbiana do solo s&o mais intensos e prolongados no primeiro ano de
aplicacao. Os atributos mais influenciados pela aplicagao desse tipo de residuo ao solo
sdo as atividades enzimaticas (urease e asparaginase). E as alteragbes dos aspectos
microbiologicos do solo estdo relacionados principalmente com o aumento do teor de
nitrogénio mineral e elevagdo do pH do solo, promovidos pela aplicagdo do lodo de

curtume.
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3 ALTERA~QC~)ES NA COMUNIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
EM FUNCAO DA DOSE DE LODO DE CURTUME APLICADA AO SOLO

Resumo

A disposigao controlada de lodo de curtume ao solo é uma alternativa viavel para
a reciclagem desse residuo, mas ainda sédo escassos estudos sobre as alteragdes que
essa pratica pode provocar na comunidade de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
em solos agricolas. Estudou-se o efeito da aplicagdo de lodo de curtume (baixo teor de
cromo) sobre a densidade de esporos, taxa de colonizagdo radicular e riqueza e
diversidade de FMA. Foram aplicadas doses de lodo de 0, 2,3, 9,0, 15,8 e 22,6 Mg ha™,
em area agricola, em Rolandia, Parana, Brasil. Durante trés meses o lodo permaneceu
na superficie do solo antes de ser incorporado por gradagem, antes da instalagao da
cultura de milho. Ao todo foram realizadas quatro amostragens de solo e uma
amostragem de raizes de milho durante o periodo experimental. A densidade de
esporos encontrada foi baixa (1 a 49 esporos 50 cm™ solo) e diminuiu com o aumento
das doses de lodo de curtume. A taxa de colonizagdo radicular por FMA foi alta (64%),
no entanto, ndo houve efeito significativo da aplicagdo de lodo. Foram encontradas 18
espécies de FMA, pertencentes a seis géneros (Acaulospora, Glomus, Gigaspora,
Scutellospora, Paraglomus e Ambispora). A diversidade e riqueza de espécies diminuiu
nas maiores doses de lodo (9,0 e 22,6 Mg ha™') e houve modificacdo nas frequéncias
relativas (FR) dos FMA. A analise de agrupamento mostrou que a adicao de lodo de
curtume ao solo alterou a composigao de espécies de FMA em relagao aos tratamentos
que nao receberam, modificando a condicdo micorrizica desse solo e promovendo uma
pressao seletiva sobre algumas espécies.

Palavras-chave: Micorriza; Esporo; Diversidade de espécies; Composicdo de espécies;
pH; P; N

Abstract

The controlled disposal of tannery sludge in agricultural soils is a viable
alternative for recycling such waste; however, the impact of this practice on the
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) communities is not well understood. We studied the
effects of low-chromium tannery sludge amendment in soils on AMF spore density,
species richness and diversity, and root percent colonization levels. Sludge was applied
at doses of zero, 2,3, 9,0, 15,8, and 22,6 Mg ha™, to an agricultural field in Rolandia,
Parana state, Brazil. The sludge was left undisturbed on the soil surface for three
months, and then the area was harrowed and planted in corn. During this year the soill
was sampled at four intervals and corn roots once. AMF spore density was low (1 to 49
spores per 50 cm® of soil) and decreased as doses of tannery sludge increased. AMF
root colonization was high (64%) and unaffected by tannery sludge. Eighteen AMF
species belonging to six genera (Acaulospora, Glomus, Gigaspora, Scutellospora,
Paraglomus, and Ambispora) were recorded. At the highest sludge doses (9,0 and 22,6
Mg ha™') we observed decreased AMF species richness and diversity, and changes in
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their relative frequencies. Hierarchical grouping analysis showed that adding tannery
waste to the soil altered AMF species composition in relation to the control, modifying
the mycorrhizal status of soil and selectively favoring the sporulation of certain species.

Keywords: Mycorrhizae; Spore density; Species diversity; Species composition; pH;
Phosphorus; Nitrogen

3.1 Introducgéo

O Brasil ocupa lugar de destaque na produgdo mundial de couros, com 44,4
milhdes de peles processadas anualmente, com exportacdes de 2,19 bilhdes de dolares
em 2007. No entanto, durante o processamento das peles sdo gerados grandes
volumes de residuos liquidos e sodlidos, resultando na geragéo de 150-200 kg de lodos
(base seca) para cada tonelada de pele processada (PACHECO, 2005), que precisam
ser tratados e descartados de forma adequada, por isso essa atividade é alvo de
grande preocupacao ambiental.

Uma alternativa para a disposi¢cdo desses lodos é a sua aplicagdo em solos
agricolas, pois, esses residuos apresentam quantidades consideraveis de nutrientes e
potencial de neutralizacdo da acidez do solo. Essa pratica pode contribuir para a
melhoria da fertilidade dos solos e nutricido das plantas (ALCANTARA et al. 2007), mas
também podem conduzir a valores inadequados de pH (CAVALLET; SELBACH, 2008),
sais soluveis (AQUINO NETO; CAMARGO, 2000) e cromo (KAMALUDEEN et al., 2003)
nos solos tratados, o que pode comprometer a sustentabilidade agricola e o uso futuro
dessas areas.

Atualmente, os curtumes tém melhorado seus métodos de curtimento para
reduzir o cromo total no lodo final, consequentemente, sua concentragédo no lodo de
curtume ndo é mais excessiva. Além disso, o cromo empregado nas industrias de couro
no Brasil € o Cr(lll), que € menos téxica que o Cr(VI), e geralmente esta complexado
pela matéria organica do lodo e do solo. O Cr(lll) € a forma predominante do Cr no lodo
de curtume e permanece nessa forma no solo, especialmente em valores de pH acima
de 5,5 (BARTLETT,; KIMBLE, 1976). Desta forma, a principal prioridade é estudar o
impacto de outros perigos potenciais do lodo de curtume com baixo nivel de Cr, como
elevadas concentragdes de nitrogénio e sodio.
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A aplicacao de residuos de curtume no solo pode causar alteragbes sobre os
seus atributos fisicos (MENNEER et al.,, 2001), quimicos e bioldgicos (ALVAREZ-
BERNAL et al., 2006). A manutengédo do bom funcionamento biolégico do solo em
funcdo dessa pratica € uma questdo que tem chamado atencado visto que pode
acarretar prejuizo a atividade biolégica do solo (KAMALUDEEN et al., 2003), e afetar
processos chave para a ciclagem de nutrientes, como a nitrificagdo (ALVAREZ-
BERNAL et al., 2006).

Um grupo de microrganismos de grande importancia nos solos séo os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), que estabelece simbiose micorrizica arbuscular com a
maioria das plantas. Esta associagao tem sido bem documentada em beneficiar tanto o
solo quanto o crescimento vegetal. Esses beneficios incluem melhora na agregagao do
solo, melhor balango nutricional das plantas, aumento da protegcéo contra patégenos de
plantas e maior toleréncia a estresse hidrico (NEWSHAM et al., 1995, RILLIG, 2004).
Os FMA apresentam relevancia ecologica unica para o ambiente e, por isso, a sua
ocorréncia, atividade e eficiéncia tém implicagcbes diretas para a sustentabilidade
agricola e pode ser um valioso indicador de qualidade do solo (STENBERG, 1999).
Enquanto alguns estudos tém avaliado FMA em areas contaminadas por residuos de
curtume (KHADE; ADHOLEYA, 2009; KHAN, 2001; RAMAN; SAMBANDAN, 1998),
poucos tem estudado como a aplicagdo controlada de lodo de curtume com baixo teor
de Cr em area agricola afeta esses microrganismos do solo.

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da aplicagéo de lodo de curtume sobre a
diversidade e densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares e a condigao
micorrizica de plantas de milho cultivadas nessa area. A hipétese do trabalho foi que a
aplicagéao de lodo de curtume, devido ao seu consideravel teor de nutrientes, promove

diminuicdo da densidade de esporos no solo e diminuigado da colonizacao nas plantas.

3.2 Desenvolvimento

3.2.1 Material e Métodos

Area experimental e doses de lodo de curtume
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O experimento foi instalado em area agricola localizada no municipio de
Rolandia, Estado do Parana, Brasil (latitude: 23°17’S, longitude: 51°29’'W, altitude: 650
m). O clima local é classificado, segundo Koéppen, como Cfa, com precipitagdo média
anual de 1600 mm, ocorrendo principalmente de setembro a marco. A area
experimental € manejada ha mais de 10 anos em sistema de semeadura direta com
rotacdo das culturas soja ou milho no verdo e trigo ou aveia no inverno. O solo foi
classificado como Rhodic Kandiudult (US Taxonomy), de textura muito argilosa. A
camada de 0-10 cm apresentava as seguintes caracteristicas antes da instalagédo do
experimento: pH 5,5 em CaCl, 0,01 mol L™ (1: 2,5, solo: solugao v/v), C total 24,3 g kg™,
N total 5,7 g kg'1, capacidade de troca catidnica 119,6 mmol. dm=, saturagdo por bases
65%, P disponivel (resina) 34 mg dm™ (RAIJ et al., 2001), argila 74%, silte 6% e areia
20% (CAMARGO, 1986).

O delineamento experimental foi em blocos completos casualizados, com quatro
repeticdées. O lodo foi aplicado em Julho de 2006 e Agosto de 2007 em doses de 0, 3,4,
13,5, 23,6 e 33,7 Mg ha™' no primeiro ano e 0, 2,3, 9,0, 15,8 e 22,6 Mg ha™' de lodo de
curtume (base seca) no segundo ano. As quantidades foram calculadas em fungéo do
teor total de N contido no lodo de curtume, equivalentes a 0, 120, 480, 840 e 1200 kg
ha™' de nitrogénio total. A dose de 120 kg ha™ corresponde & exigéncia de N para a
obtencgao de altos niveis de produtividade de milho (IAPAR, 2003).

Visando reproduzir o manejo adotado em diversos curtumes brasileiros, o lodo
foi aplicado, com umidade natural na superficie do solo, em parcelas de 90 m?. Aos 89
dias apds a primeira aplicagado e aos 87 dias apds a aplicagdo do segundo ano o lodo
de curtume foi incorporado ao solo por meio de gradagem, na profundidade de 0-20 cm.
Na sequéncia, foi realizado o cultivo de milho. Nesse mesmo periodo foi instalado um
sexto tratamento, tratamento agrondmico (AT), que recebeu 40 kg ha™ e 80 kg ha™ de
nitrogénio no plantio e em cobertura (6 a 8 folhas totalmente expandidas)
respectivamente, na forma de uréia.

Durante o periodo experimental do segundo ano foram realizadas coletas de
solo aos 12, 136 e 271 dias apds a segunda aplicagao do residuo para a contagem de

esporos de FMA. Foram coletadas nove subamostras de solo por parcela, da camada
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de 0-10 cm, para formar uma amostra composta. Ainda no campo, as amostras foram
conservadas a 4°C e enviadas ao laboratério para as avaliagdes. Aos 177 dias apos
aplicacado do lodo, que correspondeu ao final da época do florescimento da cultura de
milho, foram coletadas amostras de solo e raizes de plantas de milho para avaliacdo de
diversidade de esporos de FMA e para avaliacdo de colonizagdo micorrizica radicular,

respectivamente.

Lodo de curtume

O lodo de curtume utilizado no experimento foi obtido do Curtume Vanzella Ltda
(Municipio de Rolandia, Estado do Parand, Brasil) e foi composto de uma mistura na
proporgéo de 1:1 do lodo do caleiro, gerado na etapa de depilagao e caleiro, e do lodo
primario da estacdo de tratamento de efluente (ETE), resultante da precipitacdo dos
efluentes gerados no processo, com excegcdo dos efluentes que contém cromo. A
mistura desses lodos em partes iguais é justificada em fungdo de os mesmos serem
gerados em maiores quantidades e praticamente na mesma propor¢ao durante o
processamento das peles nesse curtume. Apds a mistura dos lodos, foram coletadas
amostras, conservadas a 4 °C e enviadas ao laboratdrio, onde cada amostra foi dividida
em duas subamostras: (A) mantida com umidade natural; (B) seca a 65 °C por 48 h.

Na subamostra (A) foram determinados os teores de N-NH;" e de N-NO3™ + N-
NO; pelo método da destilacdo com arraste a vapor (MULVANEY, 1996); o pH e a
condutividade elétrica (CE) com leituras diretas nas amostras, além dos sélidos totais e
solidos volateis por secagem a 65 °C e 500 °C, respectivamente (APHA, 2005). A
subamostra (B) foi submetida a determinagdo das concentragdes de carbono orgéanico
pelo método da oxidagcdo com dicromato sob aquecimento externo (NELSON;
SOMMERS, 1996); N-total, pelo método Kjeldahl, usando bloco digestor (BREMNER,
1996); poder de neutralizagao, por alcalimetria (BRASIL, 2007); Ca, Mg, K, P, S, Na,
Mn, Fe, B, Zn, Cu, Mo, Al, As, Cd, Pb, Hg, Ni, Se, Cr total por digestdo nitrica em
microondas e leitura em ICP-AES (USEPA, 1986), sendo o K e Na determinados com

fotdbmetro de chama (Tabela 3.1).
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Tabela 3.1 — Caracterizagao fisico-quimica do lodo de curtume utilizado no experimento

Variavel 12 aplicacdo 22 aplicacéo Variacéo ©
pH™" 12,7 9,7 77-118
CE (dS m™)\" 29,5 16,6 -
Sélidos totais, a 65 °C (g kg™) 53,3 55,4 120,0 — 390,0
Sélidos volateis (g kg™) 442 554 -
Poder de neutralizagao (g de CaCO; kg™") 262 361 160 — 315
C organico (g kg™”) 308 321 65 - 257,8
N total (g kg™) 35,7 53,2 9,8-534
N-NH," (g kg™) 20,4 21,9 -
N-NO5 (g kg™') 0,2 0,2 -
Relagéo C/N 8,7 6,0 41-13,8
Ca(gkg™) 78,9 88,0 20,0 - 210,0
Mg (g kg™ 0,7 1,0 02-75
K (g kg™) 0,1 3,3 0,1-17
P(gkg") 3,9 38 1175
S (gkg") 36,1 43,0 13,0 — 15,0
Na (g kg™) 10,0 66,9 8,1 -59,9
Mn (mg kg™) 2858 3340 128 — 6350
Fe (mg kg™) 408 1249 -

B (mg kg™) 4,5 5,6 -

Zn (mg kg™ 43,3 73,0 48,0 - 176,0
Cu (mg kg™") 45 16,0 14,0 - 81,0
Mo (mg kg™) 3,3 <0,5% -

Al (mg kg™) 2257 13440 -

As (mg kg™) <1,0® <0,5% -

Cd (mg kg™) <1,0% <0,5% 0,1-4,0
Pb (mg kg™) <1,0® 9,3 15,0 -35,0
Hg(mg kg™) <1,0% <0,5% -

Ni (mg kg™) 3,0 7.8 1,3-20,0
Se (mg kg™ <1,0%® <0,5% -

Cr total (mg kg™) 1613 580 798 — 22200

Resultados expressos em base seca a 65 °C por 48 h; ™’ Medida na amostra in natura; “ Concentragées
menores que o limite de detecgéo; ®) Valores obtidos de Alcantara et al. (2007); Barajas-Aceves e
Dendooven (2001); Barajas-Aceves, Velasquez-Ocampo e Vazquez-Rodriguez (2007); Kray et al.

(2008); Martines, Andrade e Cardoso (2006).

Ocorréncia de fungos micorrizicos arbusculares

Para a determinacdo da colonizagao radicular por FMA, um grama de raizes

finas de plantas de milho foi utilizado. As raizes foram clareadas por aquecimento (90

°C) em solugédo de KOH 10%, por 30 minutos, acidificadas com HCI 1% por 2 minutos e
coradas com tinta de caneta a 90 °C por 30 minutos (VIERHEILIG et al., 1998). A

determinagdo da porcentagem de colonizagao foi feita em microscépio estereoscopico



57

com aumento de até 40 vezes, pela observagado de estruturas fungicas dentro das
raizes na regiao do cortex, pelo método de placa quadriculada, segundo Giovannetti e
Mosse (1980).

Os esporos de FMA foram extraidos por meio de peneiramento imido de 50 cm?®
de solo (GERDEMANN; NICOLSON, 1963), seguido de centrifugacdo em agua a 3000
rpm por 3 minutos, ressuspensao em sacarose 50% com centrifugacao a 2000 rpm por
2 minutos. Os esporos extraidos foram contados e separados por morfotipos, sob
microscopio estereoscopico com aumento de até 40 vezes, e montados em laminas
com alcool polivinilico lactoglicerol e reagente de Melzer, para avaliagdo microscoépica
das caracteristicas fenotipicas estruturais e identificacdo taxonémica. As espécies de
FMA foram identificadas pela observacéo de atributos morfolégicos dos esporos e
comparacdes com as descricdes fornecidas pela International Collection of Vesicular

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (http://invam.caf.wvu.edu).
Avaliacao de atributos quimicos do solo

O pH (acidez atual) foi determinado por potenciometria, em solugao de CaCl,
(0,01 mol L") na proporcdo 1:2,5 solo:solucdo, a condutividade elétrica (CE) por
condutivimetria, em solugdo aquosa, na proporgao 1:2. O carbono organico total (Corg)
foi determinado por oxidacdo com dicromato de potassio em meio acido e mensurado
colorimetricamente (NELSON; SOMMERS, 1996). O Ca, Mg, K, Na e P foram
determinados em extratos de solo obtidos com resina trocadora de ions. As
concentragdes de Ca e Mg foram obtidas por espectrometria de absorgao atdmica com
atomizacdo em chama, as concentracbes de Na e K foram determinadas por
espectrometria de emissdo de chama e o P por espectrofotometria de absorcao
molecular.

O nitrogénio mineral (N-NH;* + N-NO3) foi extraido com KCI (2 mol L") na
relagdo 1:10 (m:v). O N-NH,4" foi determinado mediante o emprego de um sistema de
analise de injecao em fluxo continuo (FIA) com leitura em espectrofotdmetro a 605 nm
(KAMOGAWA; TEIXEIRA, 2009) e o N-NO3 foi determinado por espectrofotometria em
ultravioleta, com leitura em 220 nm e 275 nm (APHA, 2005).
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Analise dos dados

Os dados de contagem de esporos foram transformados para Raiz (X + 0,5) e
foram submetidos a analise estatistica univariada, aplicando o procedimento ANOVA de
observacdes repetidas "between-within subject design” (ZAR, 1988), considerando
como fontes de variagdo as doses de lodo de curtume e as épocas de coleta de solo,
pelo programa STATISTICA (STATSOFT, INC., 2001). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste de Neuman-Keuls. A anadlise estatistica do indice de
diversidade de Shannon foi feita através de um teste t usando os procedimentos do
software PAST (HAMMER, HARPER; RYAN, 2001). Também foram calculados os
coeficientes de correlagdo de Spearman entre os dados de contagem de esporos e 0s
dados quimicos pelo programa SAS, versdo 9.2 (SAS INSTITUTE, 2008).

Os dados de diversidade de FMA (nivel de espécie) também foram analisados
por agrupamento hierarquico utilizando-se o programa SYSTAT 11.0, com base nos
dados de densidade, pelo método de concordancia simples (“simple matching”), com

algoritmo de Ward e distancia euclidiana como unidade de medida.
3.2.2 Resultados
Densidade de esporos de FMA

A anadlise de variancia dos dados de densidade de esporos de FMA revelou que
houve efeito significativo das doses de lodo de curtume (F = 68,196; P < 0,01) e
também da época de coleta do solo (F = 24,953, P < 0,01). A aplicacéo de lodo de
curtume promoveu a diminuicdo da densidade de esporos de FMA em todas as épocas
avaliadas (Figura 3.1). A densidade observada foi baixa, variando de 1 a 49 esporos 50
cm™ de solo. Entre os tratamentos, as maiores contagens foram registradas no controle
(sem lodo). O tratamento agronémico (AT) apresentou contagens médias de 11 e 10
esporos 50 cm™® de solo, aos 136 e 271 dias apos a segunda aplicagéo,

respectivamente. O teste de Neuman-Keuls revelou que a densidade de esporos no AT
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foi significativamente maior que nos tratamentos que receberam lodo de curtume
(dados nao apresentados).

50 1
- ® 12dias
[=) © 136 dias
g 40 v 271 dias
e
[&]
g_ 30 -
<
E
o 20 -
a
w
o |
o
2 10
(W]
0

00 23 9,0 15,8 226
Dose de lodo de curtume (Mg ha™)

Figura 3.1 — Densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em solo sob aplicagao de
lodo de curtume (0 a 22,6 Mg ha'1) em trés épocas de avaliagao (12, 136 e 271 dias apos a
segunda aplicagédo do residuo) em Rolandia, PR, Brasil. Barras indicam o desvio padrdo da
média

Taxa de colonizacao micorrizica radicular

De acordo com a analise de variancia nao houve efeito significativo da aplicagéo
de lodo de curtume sobre a colonizacao radicular das plantas de milho por FMA (F =
0,78; P > 0,05). A taxa de colonizag&o radicular média foi alta, em torno de 64%. Nos
tratamentos que receberam lodo de curtume (2,3 a 22,6 Mg ha™") a taxa de colonizacéo
foi de 61%. O AT apresentou taxa de colonizagdo radicular de 74%, no entanto,

também néo diferiu dos outros tratamentos (dados n&o apresentados).
Relacao entre a densidade de esporos de FMA e os atributos quimicos do solo
Verificou-se elevagao do pH e dos teores de P do solo com as doses de lodo de

curtume em todas as épocas de avaliagao (Figura 3.2 A e B). Ja o teor de N mineral e a

condutividade elétrica do solo aumentaram em funcédo das doses principalmente logo
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apés a aplicagdo do lodo de curtume (12 dias), nas épocas seguintes estes
apresentaram aumentos com as doses, mas em menor magnitude (Figura 3.2 C e D).
Os coeficientes de correlagdo de Spearman mostraram relagao negativa significativa (P
< 0,01) entre as densidades de esporos e o pH (-0,38), o teor de P (-0,70), o N mineral

(-0,21) e a condutividade elétrica (-0,36) do solo.
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Figura 3.2 — Atributos quimicos do solo sob aplicacao de lodo de curtume (0 a 1200 kg ha™' N total via
lodo) em trés épocas de avaliagdo (12, 136 e 271 dias apdés a segunda aplicagdo do
residuo) em Rolandia, PR, Brasil. Barras indicam o desvio padrédo da média. (A) pH, acidez
atual; (B) P, fésforo disponivel; (C) N mineral, nitrogénio mineral (N-NH," + N-NO3") e (D)
CE, condutividade elétrica do solo

Diversidade de esporos de FMA

Nas amostras de solo coletadas para a avaliagao da diversidade de espécies de
FMA, durante o ciclo da cultura do milho, também foram observadas baixas contagens
de esporos e diminuicdo da densidade com as doses de lodo de curtume (F = 5,11, P <

0,01). As contagens variaram de 0 a 45 esporos 50 cm™ de solo. No total,
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independentemente do tratamento, foram identificadas 18 espécies de fungos,
pertencentes aos seguintes géneros: Acaulospora (6 espécies), Glomus (5), Gigaspora
(3), Scutellospora (2), Paraglomus (1) e Ambispora (1) (Tabela 3.3). Qualitativamente
houve predominio de espécies do género Acaulospora, no entanto, quantitativamente
as espécies dominantes foram do género Scutellospora, com 39% dos esporos

contados.

Tabela 3.3 — Densidades de esporos identificados (em 50 cm® de solo) de fungos micorrizicos
arbusculares em solos agricolas sob aplicagao de lodo de curtume (0 a 22,6 M1g ha'1) em
Rolandia, PR, Brasil. AT, tratamento agrondémico, corresponde a 120 kg ha™ de N na
forma de uréia

Dose de lodo de curtume (Mg ha™")

Especies 00 23 90 158 226 'V
Gigaspora decipiens Hall e Abbott 1 1 2 3 10 9
Gi. albida cf 0 0 0 0 0 2
Gigaspora sp1 5 0 0 0 0 1
Scutellospora pellucida (Nicol. e Schenck)
Walker e Sanders 14 2 1 0 0 21
S. cerradensis Spain e Miranda 21 13 23 10 7 30
Acaulospora scrobiculata Trappe 38 14 5 4 1 8
Ac. mellea Spain e Schenck 1 1 0 1 0 1
Ac. morrowiae Spain e Schenck 0 0 0 0 0 3
Ac. spinosa Walker e Trappe 3 0 0 0 0 0
Ac. tuberculata Janos e Trappe 0 0 0 0 1 0
Acaulospora sp1 0 3 0 0 1 2
Glomus etunicatum cf 9 4 1 1 0 0
Glomus sp1 20 1 1 1 3 1
Glomus sp2 3 0 0 0 0 0
Glomus sp3 0 0 2 2 3 1
Glomus sp4 0 0 1 1 2 1
Paraglomus laccatum (Btaszk.) Renker,
Bfaszk. e Buscot 1 3 2 3 0 3
Ambispora leptoticha (Schenck e Smith)
Walker, Vestberg e Schuessler 1 3 0 0 0 1
Individuos 117 45 38 26 28 84
Riqueza de espécies 13 11 10 10 8 15
Diversidade de Shannon® 2,03a 2,00ab 1,60c  1,94abc 1,74bc  2,03a

® Valores seguidos pela mesma letra néo diferem pelo teste t (P < 0,1)

As areas submetidas aos tratamentos controle e agronémico (AT) apresentaram
maior riqueza de espécies, 13 e 15, respectivamente, além dos maiores indices de
diversidade, 2,03 em ambos os tratamentos (Tablela 3.3). O teste t de Student desses
indices revelou também que ambos (controle e AT) apresentaram diversidade de
espécies de FMA diferentes dos tratamentos que receberam 9,0 e 22,6 Mg ha™ de lodo
de curtume (Tabela 3.2).
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Nos tratamentos que receberam as doses mais elevadas de lodo de curtume
(9,0, 158 e 22,6 Mg ha'), entre 48% e 62% dos esporos foram da familia
Gigasporaceae, enquanto que no tratamento controle houve um equilibrio entre 3
familias: Gigasporaceae, Acaulosporaceae e Glomeraceae, com 33%, 33% e 25% dos
esporos, respectivamente (Figura 3.3). A densidade relativa das Acaulosporaceae caiu
de 36% para 11% da menor (2,3 Mg ha™) para a maior dose (22,6 Mg ha™'), enquanto
as Glomeraceae aumentaram de 10% para 29% da menor para a maior dose de lodo
de curtume.
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Figura 3.3 — Frequéncia relativa de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em solo agricola
sob aplicagao de lodo de curtume (0 a 22,6 Mg ha'1) em Rolandia, PR, Brasil. AT, tratamento
agrondmico, corresponde a 120 kg ha™' de N na forma de uréia

A andlise de agrupamento hierarquico das espécies de FMA mostra que a
composicado de espécies dos tratamentos que receberam lodo de curtume foi diferente
daqueles que nao receberam (Figura 3.4). As duas menores doses de lodo foram
agrupadas no mesmo ramo, assim como as maiores doses de lodo foram agrupadas

juntas, em ramos diferentes do controle e AT.
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Figura 3.4 — Andlise de agrupamento hierarquico da distribuicdo das espécies de fungos micorrizicos
arbusculares em solo agricola sob aplicagao de lodo de curtume em Rolandia, PR, Brasil.
0; 2,3; 9,0; 15,8 e 22,6 representam as doses de lodo de curtume em Mg ha”. AT
representa o tratamento agronémico que corresponde a 120 kg ha” de N na forma de uréia

3.2.3 Discusséao

Densidades de esporos de FMA semelhante as observadas no presente estudo
tém sido registradas em areas contaminadas com residuos de curtume. Khade e
Adholeya (2009) relataram que a contagem de esporos variou entre 4 e 38 esporos por
50 cm® de solo em local contaminado com lodo de esgoto. Entretanto, Raman e
Sambandan (1998), avaliando area poluida com esse tipo de material, encontraram
densidades mais elevadas (entre 6 e 130 esporos 50 cm™ solo). Uma possivel causa da
baixa densidade observada € a alta fertilidade do solo constatada antes da implantagao
do experimento. Sabe-se que os FMA sdo inibidos em condicbes de altas
disponibilidades de nutrientes, principalmente, o P (JANSA; WIEMKEN; FROSSARD,
2006) e Bhadalung et al. (2005) verificaram queda na densidade de esporos estudando
fertilizacdo com N e P, como sulfato de aménio e superfosfato triplo, respectivamente.
De fato, nés detectamos relacdo negativa entre densidade de esporos e alguns
nutrientes do solo, como P e N mineral. Portanto, a aplicacdo de lodo pode afetar a

esporulagao dos FMA pelo aumento da quantidade desses elementos no solo.
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No presente estudo, a aplicagdo de lodo de curtume nao teve efeito sobre a
porcentagem de colonizagao radicular das plantas de milho. Ortega-Larrocea et al.
(2007) também observaram que a aplicagdo de lodo de esgoto ao solo nao teve efeito
sobre a colonizagdo micorrizica das raizes. Esse resultado é intrigante visto que a
adicdo de lodo de curtume aumentou a disponibilidade de nutrientes e isto é bem
conhecido por diminuir a colonizagédo radicular por FMA (TRESEDER, 2004). Duas
hipéteses podem explicar esses resultados. A primeira explicagdo € que a época na
qual foi avaliada a colonizagao radicular foi favoravel para germinagcado dos esporos e
rapida colonizagdo das novas raizes, resultando em baixa densidade de esporos no
solo (KHADE; ADHOLEYA, 2009). O argumento em favor da segunda explicagao € que
a porcentagem de colonizagdo radicular manteve seus altos valores por que a
amostragem foi feita durante o estagio do florescimento das plantas de milho. Gavito e
Varela (1993) observaram maior taxa de colonizagdo micorrizica de milho durante o
florescimento e queda da colonizagdo quando a cultura atingiu a maturidade e a
senescéncia. No entanto, é notavel que outros estudos que avaliaram plantas
crescendo em areas poluidas com residuo de curtume também relatam altas taxas de
colonizagao radicular por FMA: até 64% de colonizacdo em Prosopis juliflora (RAMAN;
SAMBANDAN, 1998), até 80% em Acacia arabica (KHAN, 2001) e de até 100% das
raizes de Parthenium sp. colonizadas (KHADE; ADHOLEYA, 2009).

A maioria dos estudos até agora tem registrado o numero de espécies de FMA
em areas poluidas por residuos de curtume e para o nosso conhecimento esta € o
primeiro estudo reportando alteragcdes na riqueza e diversidade de espécies de FMA em
areas que receberam aplicagdo controlada de lodo de curtume. Selvaraj et al. (2005)
observaram nove espécies de FMA pertencentes a trés géneros em area contaminada
com efluente de curtume na india. Raman e Sambandan (1998), também na india, em
locais poluidos com efluente de curtume, encontraram 15 espécies de FMA e 6
géneros. Em nosso estudo nés identificados 12 espécies de 6 géneros somente nos
tratamentos que receberam aplicacédo do lodo. E esta riqueza de espécies pode ter sido
subestimada visto que o uso de culturas armadilhas com diferentes plantas hospedeiras

em casa de vegetacdo pode ter revelado espécies de FMA adicionais. Mas a
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possibilidade de algumas espécies de FMA identificadas no campo desaparecer nos
vasos armadilhas também deve ser reconhecida.

A riqueza e diversidade de espécies de FMA diminuiram com o aumento da dose
de lodo. Menor diversidade de FMA também foi observada por Khade e Adholeya
(2009) e Khan (2001) nas areas contaminadas por residuo de curtume em comparagao
com a area de referéncia. Os resultados do presente estudo reforcam a hipdtese da
pressao seletiva exercida pela aplicagdo do lodo de curtume sobre os FMA, como
também foi sugerido por Khan (2001).

A maior diversidade de espécies de FMA encontrada nos tratamentos controle e
tratamento agrondmico (AT) pode ser decorrente do histérico da area, a qual vem
sendo cultivada sob plantio direto por mais de 10 anos. Este tipo de manejo do solo
reconhecidamente favorece a diversidade de FMA (CASTILLO et al., 2006, OEHL et al.,
2003).

Alteragdes sobre a composi¢cao e estrutura de comunidade de FMA tém sido
encontradas em outros estudos com outros tipos de residuos (DEL VAL; BAREA;
AZCON-AGUILAR, 1999; FARYAL; TAHIR; HAMEED, 2007; STAHL; WILLIAMS, 1986).
E dificil relacionar caracteristicas gerais do solo com a ocorréncia de espécies de FMA,
mas as possiveis causas sido alteracbes nos atributos do solo devido ao residuo
adicionado.

O residuo utilizado apresentava carater alcalino, que causou elevacédo do pH do
solo com as doses de lodo de curtume. Alteragcdes no pH afetam varias propriedades do
solo, como a disponibilidade de elementos, e essas alteragdes determinam direta ou
indiretamente a distribuicdo de espécies de FMA (COUGHLAN et al.,, 2000).
Geralmente espécies da familia Acaulosporaceae sdo encontrados no Brasil em solos
com baixo pH (MOREIRA et al.,, 2007), sendo essa uma provavel razdo para a
diminuicdo das frequiéncias relativas dessa familia no presente estudo com o aumento
das doses.

Ezawa, Yamamoto e Yoshida (2000) verificaram que a composigdo de espécies
de FMA foi influenciada pelo teor de P do solo apds aplicagéo de esterco bovino (400 t
ha™ ano™), fertilizante quimico (370 kg de N ha™ ano™, como uréia e 420 kg ha™ ano™

de P,0s5, como fosfato de magnésio) e campo de alfafa. Esses autores verificaram que
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espécies de Glomus e Acaulospora s6 foram observadas nos tratamentos com os
teores mais elevados de P. Isto de certa forma corrobora os nossos resultados, pois,
Glomus e Acaulospora foram os géneros dominantes nas maiores doses, onde também
foram registrados os teores mais elevados de P no solo.

Quando a densidade de esporos € considerada, as Gigasporaceae dominaram
quantitativamente nas maiores doses de lodo (9,0 a 22,6 Mg ha™). Esta observagao
concorda com Khan (2001) que detectou predominio de Gigaspora spp. em areas
poluidas com efluente de curtume. Esse dominio pode ser explicado pela forma de
propagacgao desses FMA no solo. Segundo Klironomos e Hart (2002), as Gigaspora e
Scutellospora propagam-se preferencialmente por esporos, enquanto Glomus e
Acaulospora propagam-se também por hifas e raizes colonizadas, além dos esporos.
Por isso, como as Gigasporaceae dependem muito mais dos esporos para se manter
no ambiente, elas investem na produgéo de esporos, caracteristica que pode justificar o
dominio quantitativo desta familia nas maiores doses.

Uma possivel consequéncia da pressao seletiva observada pela aplicagdo do
lodo de curtume sobre as espécies de FMA e a perda de diversidade € a selegédo de
espécies de baixa eficiéncia simbidtica, enquanto mantém seu potencial infectivo, que
pode comprometer o desenvolvimento vegetal (JOHNSON, 1993), uma vez que em
condicbes adversas, pode prevalecer a selecdo de espécies fungicas para a
sobrevivéncia e ndo para a eficiéncia (KIERS; WEST; DENISON, 2002). Segundo
Khade e Adholeya (2009), alteracdes na diversidade de FMA no solo por disturbios
antropicos podem causar, em longo prazo, redugdo nas simbioses micorrizicas
benéficas, visto que o re-estabelecimento e/ou adaptagdo da populacédo de FMA é
lento.

Estas hipdteses ressaltam a necessidade de estudos adicionais em longo prazo
sobre a aplicagéo de lodo de curtume em areas agricolas, para que esta pratica nao
comprometa a qualidade biolégica do solo. No caso dos FMA em particular, deve-se
definir doses do residuo que ndo comprometam o potencial de indéculo e a sua
diversidade, além da necessidade de investigacdo sobre a eficiéncia simbiodtica das

espécies de FMA nas condi¢cdes de exposi¢cao ao efluente.
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3.3 Conclusodes

A aplicagao de lodo de curtume por dois anos consecutivos em area agricola
promoveu diminuigdo na esporulacao, diversidade de espécies e alterou a estrutura de
comunidade de FMA, desta forma, corroborando parcialmente nossa hipotese. No
entanto, ndo afetou a taxa de colonizagdo micorrizica radicular, indicando que a
capacidade infectiva dos FMA nao foi afetada, portanto em desacordo com nossa

hipotese.
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4 ALTERACOES NO PERFIL FISIOLOGICO E DE ‘ACIDOS GRAXOS DA
COMUNIDADE MICROBIANA DO SOLO EM RESPOSTA A APLICACAO DE LODO
DE CURTUME

Resumo

A utilizagdo de lodo de curtume na agricultura deve-se principalmente ao seu
elevado teor de nutrientes e potencial de neutralizagdo da acidez do solo, sendo uma
alternativa para sua disposigao final e reciclagem. No entanto, os seus efeitos sobre a
microbiota do solo, que possui fundamental importancia para a qualidade do solo, ainda
nao sao totalmente compreendidos. Estudaram-se alteragdes na estrutura e perfil
fisioldgico da comunidade microbiana de um solo agricola que recebeu duas aplicagbes
de lodo de curtume (2006 e 2007), formado por uma mistura, na propor¢ao de 1:1, do
lodo do caleiro e lodo primario da estacdo de tratamento de efluente - ETE. Os
tratamentos foram controle (zero), 2,3 e 22,6 Mg ha™ de lodo e as amostragens de solo
foram realizadas aos 12 e 271 dias apds a segunda aplicagao do residuo (2007). A
estrutura de comunidade foi avaliada pelo perfil de acidos graxos de fosfolipidios
(PLFA) e o perfil fisiolégico da comunidade microbiana do solo pelo método Biolog. A
maior dose de lodo aplicada alterou a estrutura da comunidade microbiana do solo,
tanto aos 12, quanto aos 271 dias apds a segunda aplicacdo. Em adicdo, o
metabolismo da comunidade microbiana do solo também foi afetado nos tratamentos
que receberam o residuo, diferindo do controle. A aplicagdo do lodo de curtume
intensificou e acelerou o consumo de substratos de carbono, e esse efeito ainda foi
evidente na maior dose (22,6 Mg ha™' de lodo) mesmo nove meses apés a aplicacdo do
residuo. De acordo com os resultados, as alteracbées na composicao da comunidade
microbiana do solo foram acompanhadas de modificagcdes no seu metabolismo. As
respostas da microbiota acompanharam as modificagées nos atributos quimicos do solo
decorrentes da aplicagdo de lodo de curtume, principalmente, elevacdo do pH e
aumento no teor de N mineral.

Palavras-chave: Nitrogénio; Carbono; PLFA; Biolog
Abstract

The use of tannery sludge in agricultural soil is primarily related to its high
nutrient content and potential to neutralize the soil acidity, as an alternative to its final
disposal and recycling. Nevertheless, the effects on soil microbial aspects, which have
primordial importance for the soil quality, are not totally understood yet. Changes in the
microbial community structure and in the physiological profile in soil after two
applications of tannery sludge (2006 and 2007), as a mixture of liming sludge and
primary sludge from the wastewater treatment plant, were assessed. The treatments
were control (zero), 2,3, and 22,6 Mg ha™ of sludge and soil samplings were collected at
12 and 271 days after the second sludge application (2007). The microbial community
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structure was assessed by phospholipids fatty acid analysis (PLFA) and the community
level physiological profile (CLPP) by Biolog microplates. The highest dose applied
changed the soil microbial community at 12 and 271 days after the second sludge
application. Moreover, the CLPP was also affected in the treatments that received the
residue; they were different from the control treatment. The carbon substrate
consumption was intensified and accelerated by the tannery sludge application, and this
effect still was evident at the highest dose (22,6 Mg ha™ of sludge) even nine months
after the sludge application. According to the results, the shifts in the soil microbial
community composition could be related to shifts in the microbial metabolism, and the
microbial responses were related to alterations in soil chemical attributes, due to tannery
sludge application, mostly, increases of soil pH and mineral N content.

Keywords: Nitrogen; Carbon; PLFA; Biolog
4.1 Introducéo

A industrializagdo do couro € uma atividade potencialmente poluidora, na medida
em que sao geradas grandes quantidades de residuos durante o seu processamento
(PACHECO, 2005). Para a produgado do couro denominado “wet blue” as peles sao
tratadas com uma ampla gama de produtos quimicos (MARTINES et al., 2010), de
modo que os lodos gerados apresentam grande carga de nutrientes e elevado pH.
Estas caracteristicas possibilitam seu uso, quando baseado em critérios técnico-
cientificos, como fertilizante e corretivo da acidez do solo, na recuperacdo de areas
degradadas e em solos agricolas (KRAY et al., 2008) como uma forma de reciclagem.
Atualmente, os curtumes tém aprimorado seus processos de curtimento, o que tem
proporcionado a diminui¢gao do teor de cromo total nos residuos finais, fazendo com que
a questao do Cr deixe de ser a principal preocupagao ambiental com relagdo ao destino
final deste material, de forma que outros aspectos, como o elevado teor de nitrogénio e
sodio passam a ser os fatores mais limitantes quanto a sua disposicdo no solo
(NAKATANI et al., 2011).

Os efeitos desse tipo de pratica sobre atributos biolégicos dos solos tém sido
pouco estudados. Considerando que a comunidade microbiana do solo é responsavel
pela decomposicédo da matéria organica e ciclagem de nutrientes, além de responder

prontamente a alteragdes ambientais, estes podem ser importantes bioindicadores da
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saude do solo ou de disturbios que podem ocorrer devido a agao antropica (BENDING
et al., 2004).

A estrutura da comunidade ou composi¢cdo das populagbes microbianas de um
solo tem relagao direta com a diversidade metabdlica e com a atividade enzimatica e
biologica do solo (ZAK et al.,, 1994). Além disso, fatores ambientais, interacbes
ecoldgicas, componentes genéticos das populagdes, quantidade e qualidade das fontes
de carbono e energia também podem influenciar nessas propriedades (MARSCHNER;
KANDELER; MARSCHNER, 2003). Uma melhor compreensdo do funcionamento da
comunidade microbiana pode ser obtida ao se examinar, além da diversidade de
espécies, a diversidade funcional que ela representa (TOTOLA; CHAER, 2002).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil metabdlico e a estrutura da
comunidade microbiana em solo tratado com lodo de curtume, visando o monitoramento
das alteragcdes decorrentes dessa pratica. A hipbétese de trabalho foi a de que os
atributos microbioldgicos do solo respondem rapidamente a aplicagdo do residuo de
curtume devido ao seu elevado teor de carbono, nutrientes e ao seu carater alcalino.
Em adicdo, as alteragbes na estrutura da comunidade microbiana resultam em

modificagdes no seu perfil fisioldgico.

4.2 Desenvolvimento

4.2.1 Material e Métodos

Area de estudo e doses de lodo de curtume

O experimento foi conduzido em area agricola no municipio de Rolandia,
Parana, Brasil (23°17°'S 51°29°'W, 650 m). O clima local é classificado de acordo com
Koppen como Cfa, com precipitacdo anual de 1600 mm principalmente entre Setembro
e Margo. A area de estudo € manejada ha mais de 10 anos sob sistema de plantio
direto com rotacédo de cultura (soja/milho no veréo e trigo/aveia no inverno). O solo é
classificado como Rhodic Kandiudult (US Soil Taxonomy), de textura muito argilosa. A

primeira aplicagdo do lodo na area ocorreu em 2006 e a reaplicagdo em 2007. O
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experimento foi arranjado em blocos completos casualizados com quatro repetigbes. A
caracterizacdo detalhada da area experimental e as doses de lodo de curtume
aplicadas nos dois anos de experimento estdo descritas em Martines et al. (2010).

O objeto de estudo do presente trabalho foi o segundo ano de aplicagédo do
residuo (2007). Neste ano, o lodo permaneceu 87 dias na superficie do solo antes de
ser incorporado por gradagem, na profundidade de 0-20 cm. Na sequéncia foi realizado
o cultivo do milho. Os tratamentos avaliados foram: controle (zero), 2,3 e 22,6 Mg ha™
de lodo de curtume (base seca), que sdo equivalentes a zero, 120 e 1200 kg ha™ de N
total. Amostras de solo coletadas aos 12 e 271 dias apds a segunda aplicagao do lodo
de curtume foram avaliadas. Foram coletadas nove subamostras de solo por parcela,
da camada 0-10 cm, para formar uma amostra composta. Essas amostras foram

estocadas a 4 °C e enviadas ao laboratorio para avaliagdes.
Lodo de curtume

O lodo de curtume utilizado no experimento foi obtido do Curtume Vanzella Ltda.
(municipio de Rolandia, Parana, Brasil) e foi uma mistura 1:1 do lodo do caleiro e do
primario da ETE. Na tabela 4.1 encontra-se a caracterizacdo dos lodos utilizados nos
dois anos de aplicagdo. Informagdes adicionais sobre as metodologias utilizadas na
determinacgao dos atributos fisicos e quimicos do lodo estdo descritas em Martines et al.
(2010).
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Tabela 4.1 — Atributos fisico-quimicos dos lodos de curtume utilizados no experimento

Variavel 1% aplicacéo 2% aplicacéo Variac&o®
pH? 12,7 9,7 7.7-118
CE (dSm™y? 29,5 16,6 -

Solidos totais, a 65 °C (g kg™) 53,3 55,4 120,0 — 390,0
Sélidos volateis (g kg™) 442 554 -

Poder de neutralizagdo (CaCO3 g kg™) 262 361 160 — 315

C organico (g kg™) 308 321 65— 257,8
N total (g kg™') 35,7 53,2 9,8 - 53,4
NH; - N (g kg™) 20,4 21,9 -

NOs - N (g kg™) 0,2 0,2 -

Relagéo C/N 8,7 6,0 41-138
Ca(gkg™) 78,9 88,0 20,0 - 210,0
Mg (g kg™ 0,7 1,0 02-75

K (g kg™ 0,1 3,3 01-17
P(gkg") 3,9 38 11-75

S (g kg™ 36,1 43,0 13,0 — 15,0
Na (g kg™) 10,0 66,9 8,1-59,9
Mn (mg kg™) 2858 3340 128 — 6350
Fe (mg kg™) 408 1.249 -

B (mg kg™) 4,5 5,6 -

Zn (mg kg™ 433 73,0 48,0 - 176,0
Cu (mg kg™) 4,5 16,0 14,0 — 81,0
Mo (mg kg™) 3,3 <0,5° -

Al (mg kg™) 2.257 13.440 -

As (mg kg™ <1,0° <0,5° -

Cd (mg kg™) <1,0° <0,5° 0,1-4,0

Pb (mg kg™) <1,0° 9,3 15,0 -35,0
Hg (mg kg™) <1,0° <0,5° ]

Ni (mg kg™) 3,0 7.8 1,3-20,0
Se (mg kg™ <1,0° <0,5° -

Cr total (mg kg™) 1613 580 798 — 22200

Resultados expressos em base seca, a 65 °C por 48 h;  Medido na amostra in natura; ® Concentracdes
abaixo do limite de detecgéo; © Valore obtidos de Alcantara et al. (2007); Barajas-Aceves e Dendooven
(2001), Barajas-Aceves, Velasquez-Ocampo e Vazquez-Rodriguez (2007), Kray et al. (2008), Martines,
Andrade; Cardoso (2006).

Andlise dos acidos graxos de fosfolipidios (PLFA)

Os PLFA foram extraidos a partir de 4 g de solo (peso seco) usando o
procedimento baseado em Frostegard, Baath e Tunlid (1993) e Bardgett, Hobbs e
Frostegard (1996). Os lipidios foram extraidos com solvente monofasico cloroférmio-
metanol-tampao citrato, a fragdo PLFA foi separada usando colunas de acido silicilico
antes da transesterificagdo com alcali brando e captacao final em diclorometano. Metil-

nonadecanoato (C19:0) foi adicionado a cada amostra como padrdo interno. Os metil-
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ester acidos graxos foram separados por cromatografia gasosa com detector de
ionizagdo de chama (GC-FID) (HP6890) usando uma coluna capilar de silica fundida
(60 m, 0.25 mm x 0.25mm de espessura de filme) (Supelco, Sigma-Aldrich, Australia)
usando o hélio como gas de transporte. As especificagdes de temperatura foram
reguladas para 250 °C para o injetor, 260 °C para o detector, programa de temperatura:
140 °C por 5 min, gradiente de 140-240 °C a 4°C min™, 240 °C por 15 min. Os picos
individuais de PLFA foram identificados por comparagao do tempo de retengédo com os
picos da mistura padrao Supelco 37 (Supelco, Bellefonte, Pa.) e dos picos que foram
identificados por GC-MS (cromatografia gasosa combinada com detector seletivo de
massa HP 5973) usando a mesma coluna, condigdes do programa de temperatura e
gas de transporte como descrito acima. ldentificagdo dos picos de espectrometro de
massa foi baseada na comparagao com o banco de dados do software NISTO2.L.

A nomenclatura do acido graxo € baseada em Frostegard, Baath e Tunlid (1993).
Os PLFA marcadores foram usados como indicadores de grupos microbianos
especificos (bactéria: C14:0, C15:0, C17:0, bactéria Gram-positiva: iC:15:0, C16:0
iC16:0, bactéria Gram-negativa: C16:1o7c, C18:1w7, actinobactéria: 10ME-C17:0,
10ME-C18:0, fungos: C18:1©®9c, C18:3w3c, C18:2w6c ou t, C18:109c, C16:1w5,
C18:3w6c (ZELLES, 1999; ZAK et al., 2000; GRAHAM; HODGE; MORTON, 1995).

Analise do perfil fisiologico da comunidade microbiana (CLPP)

A analise do CLPP foi realizada utilizando o sistema Biolog Ecoplate® (Biolog
Inc., EUA). Para padronizar a densidade de indculo, foi estimado o numero mais
provavel de bactérias totais, em meio agar nutriente, a 28 °C por 48 h, usando o método
de plagueamento por gotas (JAHNEL; CARDOSO; DIAS, 1999). As microplacas foram
inoculadas com 150 pL de suspensao de solo preparada com 10 g de solo diluida em
salina estéril (NaCl; 0,85% w/v), para conter aproximadamente 1000 células mL™. As
microplacas foram incubadas a 28 °C e analisada apds 12 horas e entdo a cada 24
horas, por 7 dias, usando um leitor automatico de microplacas (Model 550, Biorad

Laboratories, Hercules, CA, USA), ajustado para 590 nm. Os dados de densidade otica
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(ODsgonm) de cada pogo foram corrigidos pela primeira leitura feita logo apos a
inoculacao das placas e também pelo branco para cada leitura.

Os dados corrigidos foram transformados pela divisdo de cada valor pelo
desenvolvimento de cor médio dos pogos (AWCD) da placa (GARLAND; MILLS, 1991).
Os valores corrigidos para a placa toda foram usados para avaliar o metabolismo
heterotrofico médio e para estimar os parametros cinéticos, empregando-se a equagéo
de crescimento logistico proposto por Lindstrom, Barry e Braddock (1998), pelo ajuste

da curva de absorbancia a 590 nm em relagdo ao tempo de incubagao das placas:
ODsgonm = K/(1 + eR(T5)) (1)

Onde “K” (assintota) € o maximo grau de desenvolvimento de cor (ODsgonm), “R”
(taxa de degradacdo) a taxa exponencial de mudanga de ODsgonm (h™'), “T” 0 tempo de
inoculagdo das placas (h), e “S” o tempo para alcangar o ponto central da fase
exponencial da curva, quando se tem K/2 (h).

O indice de diversidade de Shannon’s (H’) e a riqueza de consumo de substrato
(Ss) foram calculados de acordo com Zak et al. (1994), considerando o AWCD para

cada tempo de leitura, durante o periodo de incubacao.
Analise quimica do solo

As amostras de solo foram submetidas a analise quimica de fertilidade,
condutividade elétrica e teor de N mineral (N-NH;* + N-NOgz). Mais detalhes das

analises quimicas s&o apresentados em Nakatani et al. (2011).
Analise dos dados

Os dados de PLFA foram transformados para log (x + 1) e analisados pelo
programa Primer 5 (PRIMER-E, 2001) e plotados usando escala multidimensional nao-
métrica (NMDS). A plotagem por NMDS com estresse 2D < 0,2 representa um bom

reflexo da estrutura geral da comunidade microbiana. Diferencas significativas na



80

estrutura de comunidade entre os tratamentos foram determinados por PERMANOVA
(PRIMER-E, 2001). O procedimento DistLM no Primer foi usado para determinar as
variaveis ambientais (atributos quimicos do solo) que foram mais relacionados com os
padrdes observados. Este procedimento também foi usado para avaliar a contribuicao
dos diferentes acidos graxos para os padrbes observados. Diferencas significativas
referem-se a P < 0,05.

Os parametros cinéticos estimados para o metabolismo heterotréfico médio, os
indices de diversidade de Shannon’s (H’) e a riqueza de consumo de substrato (Ss)
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas
usando o teste LSD (P < 0,05). Esses parametros foram também correlacionados com
os atributos quimicos do solo pela correlacdo de Pearson. As analises estatisticas
foram realizadas usando o programa SAS, versao 9.2 (SAS INSTITUTE, 2008).

A ordenacao por NMDS foi realizada para testar diferengas no CLPP baseado na
similaridade das amostras. Os parametros cinéticos foram transformados para log (x +
1) e usado para elaborar a matriz de similaridade, usando o modelo de Bray-Curtis.
Adicionalmente, diferencas entre os tratamentos foram avaliados usando a analise de

similaridade (ANOSIM) pelo programa Primer.
4.2.2 Resultados
Analise de acidos graxos de fosfolipidios (PLFA)

As concentragdes de PLFA extraidos de microrganismos do solo ficaram entre
12 e 34 ng g solo. Ndo houve grandes variagdes entre os tratamentos. Apenas na
dose 22,6 Mg ha™' de lodo aos 271 dias o valor foi inferior aos dos outros tratamentos
dentro da mesma época (controle e dose 2,3 Mg ha™' de lodo), além de ter sido inferior
ao encontrado no solo do tratamento correspondente da primeira coleta (4 dias) (dados
nao apresentados).

A disposicao grafica dos perfis de PLFA apés NMDS e PERMANOVA mostra
que houve separacéo do tratamento 22,6 Mg ha™' de lodo nas duas épocas avaliadas

em relagdo aos tratamentos controle sem lodo e 2,3 Mg ha™ (Figura 4.1 A). Esses
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resultados sugerem que altas doses de lodo de curtume modificam a estrutura da
comunidade microbiana do solo baseada no perfil de PLFA, e que esta modificacao
ainda permanece, mesmo 9 meses apoés a aplicacdo do residuo.

De acordo com a analise DistLM, os acidos graxos C16:0, iC17:0 e 15m 9 C16:1,
caracteristicos de bactérias, foram os que mais contribuiram (88%) para a separagéo
dos padrdes de PLFA (Figura 4.1 B). Entre os atributos quimicos do solo, os teores de
P, N mineral, Ca e o pH foram os que mais contribuiram para diferenciar os tratamentos
(54%) (Figura 4.1 C).
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Figura 4.1 — (A) Analise em escala multidimensional ndo métrica (NMDS) do perfil de acidos graxos de
fosfolipidios (PLFA) da comunidade microbiana de solo agricola sob aplicagéo de lodo de
curtume, em duas épocas de avaliagdo. 0, 2,3 e 22,6 correspondem as doses de lodo de
curtume em Mg ha'. 12 d e 271 d correspondem a amostragens de solo realizadas 12 e
271 dias ap6s a segunda aplicagéo do residuo, respectivamente. (B) Acidos graxos e (C)
atributos quimicos do solo que contribuiram com mais de 5% para a explicagdo do padrao
de PLFA. Diregcao do vetor indica um aumento no conteudo ou valor, o comprimento do
vetor indica a importancia relativa
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Padrdes de utilizagao de substratos de carbono

O consumo de substratos de carbono, avaliado pelas microplacas Biolog,
mostrou que o lodo de curtume modificou o potencial metabdlico da comunidade
microbiana do solo, e que esse efeito foi maior logo apds a aplicagdo do residuo (Figura
4.2). No solo coletado aos 12 dias (Figura 4.2 A), apds a fase lag de 24 horas de
incubacdo das placas, os tratamentos que receberam o residuo (2,3 e 22,6 Mg ha™)
apresentaram maior metabolismo heterotrofico médio (AWCD) que o controle sem lodo.
Ja no solo coletado aos 271 dias (Figura 4.2 B) da aplicagao do residuo os tratamentos

apresentaram curvas de ajuste semelhantes.
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Figura 4.2 — Curva de ajuste da cinética de desenvolvimento médio de cor dos pogos (AWCD) de
suspensodes de solo de solo tratado com lodo de curtume (0 a 22,6 Mg ha™), (A) 12 e (B)
271 dias ap6s a segunda aplicagdo do lodo, em Rolandia, PR, Brasil. Circulos cheios
Controle, circulos vazios 2,3 Mg ha™ de lodo, e triangulos cheios 22,6 Mg ha” de lodo. As
linhas representam as equagbes de ajuste; os pontos representam a média de cada
tratamento; e as barras verticais representam o desvio padréo (n = 4)

O maximo grau de consumo de substrato (K) nao diferiu entre os tratamentos
dentro de cada época avaliada (Tabela 4.2). Aos 12 dias, a maxima taxa de consumo
de substrato (r) foi maior nos tratamentos que receberam lodo de curtume, assim como
esses mesmos tratamentos levaram menos tempo para alcangar o(s) ponto(s) meédio(s)
de crescimento exponencial(is). Aos 271 dias apenas a dose 22,6 Mg ha™ de lodo
apresentou valores de r e s diferentes do controle. Isso demonstra que a aplicacéo do

lodo de curtume promoveu o consumo de substratos de carbono de uma forma mais
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intensa e acelerada pela comunidade microbiana do solo, ou seja, houve um forte
estimulo da atividade microbiana. Os efeitos do residuo sobre o perfil metabdlico
microbiano do solo ainda foram evidentes na maior dose de lodo nove meses apds a

segunda aplicagéo.

Tabela 4.2 — Parametros cinéticos da curva de ajuste do AWCD da comunidade microbiana heterotréfica
de solo tratado com lodo de curtume (0, 2,3 e 22,6 Mg ha'1), 12 e 271 dias apos a segunda
aplicacao de lodo, em Rolandia, PR, Brasil

Tratamento K r S

12 dias

0 1,354+0,094 0,046+0,002b 70,83416,515a
2,3 1,371+0,128 0,083+0,023a 46,389+5,854b
22,6 1,381+0,086 0,094+0,010a 44,136+2,267b
271 dias

0 1,499+0,023 0,043+0,007B 77,471+13,497A
2,3 1,496+0,063 0,050+0,010B 65,717+9,804AB
22,6 1,393+0,096 0,066+0,012A 54,547+8,751B

Médias seguidas por letras diferentes, para cada coluna e épocas de coleta diferem entre si pelo teste
LSD (P < 0,05). Valores representam as médias e o desvio padrdo (n = 4). K = maximo grau de consumo
de substrato, r = taxa de consume de substrato e s = tempo decorrido antes de alcancar o ponto médio
exponencial de consumo de substrato.

A analise de NMDS (Figura 4.3) e ANOSIM (Tabela 4.3) dos parametros
cinéticos (K, r e s) confirma os resultados do teste LSD desses parametros (Tabela 4.2),
mostrando novamente que os tratamentos que receberam o lodo apresentaram
comunidade microbiana com metabolismo diferente do controle na primeira época de
coleta, e que na segunda época de coleta apenas o tratamento 22,6 Mg ha™' de lodo

diferiu do tratamento controle.
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Figura 4.3 — Analise em escala multidimensional ndo-métrica (NMDS) dos parametros cinéticos do AWCD
da comunidade microbiana heterotréfica de solo tratado com lodo de curtume (0 a 22,6 Mg
ha™), 12 (simbolos cheios) e 271 (simbolos vazios) dias apds a segunda aplicagdo de lodo

em Rolandia, PR, Brasil. Circulos 0 Mg ha™ de lodo, Triangulos 2,3 Mg ha™ de lodo e
Quadrados 22,6 Mg ha™ de lodo

Tabela 4.3 — Teste de pareamento (estatistica R) da cinética da curva de ajuste do AWCD da
comunidade microbiana de solo tratado com lodo de curtume (0, 2,3 e 22,6 Mg ha™), 12 e
271 dias ap6s a segunda aplicagao de lodo, em Rolandia, PR, Brasil. R global = 0,471, P
< 0,001. * representa diferencas entre os parametros cinéticos para cada tratamento, P <

0,05
Tratamento Estatistica R
12 dias
0,23 0,510*
0,22,6 0,979*
23,226 -0,021
271 dias
0,23 -0,073
0,226 0,573*
23,226 0,177

O parametro K ndo apresentou correlagdo significativa com nenhum atributo
quimico do solo (Tabela 4.4). O parametro r apresentou correlagéo positiva significativa

com a maioria dos atributos, enquanto o parametro s apresentou correlagao negativa
significativa com todos os atributos quimicos do solo analisados.
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Tabela 4.4 — Analise de correlagdo de Pearson entre os parametros cinéticos e atributos quimicos do solo

pH P Ca Na CTC N min CE
K -0,383 -0,142 -0,282 -0,214 -0,273 -0,167 -0,159
r 0,753** 0,296 0,535** 0,756** 0,646 0,719* 0,702**
s -0,813** -0,397* -0,546** -0,619** -0,592** -0,574** -0,566**

K maximo grau de consumo de substrato, r taxa de consumo de substrato e s tempo para alcangar o
ponto médio de consumo de substrato, pH acidez ativa, P fésforo disponivel (método da resina), Ca
célcio, Mg magnésio, Na sédio, CTC capacidade de troca catidbnica, N min nitrogénio mineral, CE
condutividade elétrica, ** P < 0,05, * P < 0,1.

O indice de diversidade (H’) e a riqueza (Ss) de consumo de substrato pela
comunidade microbiana foram alterados pela adi¢do do lodo de curtume, em maior grau
aos 12 dias de avaliagao (Figura 4.4). Nessa época de amostragem, os indices de
diversidade (H’) atingiram maiores valores entre 48 e 144 horas de incubacao (Figura
4.4 A) assim como a riqueza de substrato consumido foi maior nos tratamentos que
receberam lodo, o que foi constatado entre 24 e 72 horas de incubagéo (Figura 4.4 B).
Aos 271 dias ap6s aplicacédo do residuo s6 houve diferenca na riqueza de consumo de
substrato, o que foi constatado com 72 e 96 horas de incubacgédo, enquanto que nao
houve diferenga entre os indices de diversidade de Shannon entre os tratamentos
(dados nao apresentados).

47 A 25 -

indice de diversidade de Shannon (H')
Riqueza (Ss)

12 24 48 72 96 120 144 168 12 24 48 72 96 120 144 168
Tempo de incubagao (horas) Tempo de incubagao (horas)

- 0 —23 e 22.6

Figura 4.4 — indice de diversidade de Shannon (H’) e riqueza (Ss) de consumo de substrato, derivado da
andlise de CLPP da comunidade heterotréfica microbiana de solo tratado com lodo de
curtume (0 a 22,6 Mg ha'1), 12 dias ap6s a segunda aplicacao do lodo, em Rolandia, PR,
Brasil. Médias seguidas pela mesma letra, para cada tempo de incubagéao, nao diferem entre
si pelo teste LSD (P < 0,05)
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4.2.3 Discussao
Estrutura de comunidade microbiana baseada na analise de PLFA

A concentracao de PLFA do solo pode ser considerada uma forma de quantificar
a biomassa microbiana (BM). No presente trabalho e em Nakatani et al. (2011), ambos
resultantes do mesmo experimento de campo, ndo se observaram grandes alteragbes
no carbono da BM pelo método da fumigagéo-extracédo, nos dois anos de estudo. A BM
do solo esta em constante interacdo com outros pardmetros fisicos, quimicos e
biolégicos do ecossistema, de forma que a introdugcdo de residuos orgénicos pode
alterar, com maior ou menor intensidade, alguns grupos funcionais de microrganismos
do solo, sem, no entanto, alterar a BM total (SULLIVAN et al., 2006).

Os resultados do presente estudo suportam a hipétese de que os
microrganismos respondem rapidamente a aplicagdo do lodo de curtume, pois a
estrutura de comunidade microbiana avaliada pelo perfil de PLFA foi alterada pela
aplicacdo de alta dose de lodo de curtume (22,6 Mg ha™) pouco tempo apds a aplicacéo
do residuo (12 dias) e esse efeito estendeu-se até 9 meses apds a aplicagao. Outros
estudos na literatura também verificaram modificagcdes na estrutura da comunidade
microbiana do solo baseada no perfil de PLFA, em fungdo da contaminacao por lodo de
curtume (KAMALUDEEN et al., 2003) e aplicagao de lodo de esgoto (ABAYE et al.,
2005; BAATH et al., 1998).

O lodo de curtume caracteriza-se como fonte de varios elementos quimicos,
principalmente N, e apresenta capacidade de elevar o pH do solo. Por essa razéo, a
aplicagdo desse residuo pode promover alteragdes significativas sobre os atributos
quimicos do solo e consequente influéncia direta sobre a comunidade microbiana
(NAKATANI et al., 2011). De fato, os resultados da analise DistLM do perfil de acidos
graxos da comunidade microbiana do solo mostram que essas alteragbes estao
relacionadas com a elevacao no teor de P disponivel, de N mineral, Ca e pH do solo,
promovidas pela aplicacdo do residuo. Isso corrobora a nossa hipotese de que a
caracteristica do residuo é um importante fator relacionado aos efeitos sobre a

comunidade microbiana do solo. Zhong et al. (2010) também observaram que esses
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atributos quimicos do solo foram determinantes para a modificacdo do perfil de PLFA
das comunidades microbianas em solos sob fertilizagdao mineral (uréia, P,Os e K;0) e
organica (esterco suino compostado). Segundo Baumann et al. (2009), o suprimento e
disponibilidade de N é um dos principais fatores que moldam a composi¢cado das
comunidades microbianas do solo, corroborando os resultados da analise DistLM, a
qual indica o aumento do teor de N no solo pela adi¢ao do lodo de curtume como um
dos principais fatores de alteragcédo do perfil de PLFA.

Visto que diferentes grupos microbianos sao caracterizados por PLFA
especificos e de proporcao relativamente constante, uma mudancga na sua composi¢cao
e abundancia pode caracterizar uma modificacdo na estrutura destas comunidades. A
composigao e abundancia de acidos graxos saturados e iso-acidos graxos (e.g. C16:0 e
iC17:0) tém sido consideradas importantes para diferenciar comunidades microbianas
de solos irrigados com lodo de esgoto (ZHANG et al., 2008), alteragdes de uso da terra
(BOSSIO et al., 2005) e sujeitos a contaminacéo por residuos domésticos e industriais
(PUGLISI et al.,, 2005). O PLFA C16:0 é um fosfolipidio saturado de cadeia curta,
abundante nos solos (IBEKWE; KENNEDY, 1998) e foi relatado como o predominante
em solos com historico de contaminagéao por residuo de curtume (KAMALUDEEN et al.,
2003).

Estudos sobre a composicdo e estrutura da comunidade microbiana sao
importantes para o entendimento da sustentabilidade dos ecossistemas naturais e
agricolas, uma vez que ela é determinante para as taxas de decomposi¢cdo da matéria
organica e ciclagem de nutrientes no solo (FREY; ELLIOTT; PAUSTIAN, 1999), assim
como tem influéncia direta na redundancia funcional do solo e consequentemente sobre
a sua resiliéncia. Entretanto, a adicdo de residuos organicos ao solo pode alterar a
comunidade e a atividade microbiana, com possiveis efeitos sobre a ciclagem do
carbono e nutrientes. Dependendo do residuo adicionado, grupos microbianos chaves
podem ser inibidos ou eliminados, como foi observado por Alvarez-Bernal et al. (2006),
em solo irrigado com efluente de curtume, em relagdo aos microrganismos
nitrificadores, que sao imprescindiveis para o ciclo do N, o qual tem uma ciclagem

essencialmente microbiana no solo.
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Perfil fisiologico da comunidade microbiana pelo Biolog Ecoplate

Visto que a diversidade metabdlica da comunidade microbiana é consequéncia
da diversidade genética, dos efeitos ambientais na expressdo génica e das interacdes
ecoldgicas entre as diferentes populagbes (ZAK, et al.,, 1994), o potencial fisiolégico
pode ser um indicador importante de alteragdes na qualidade biolégica do solo. O uso
de Biolog Ecoplate® é considerado um meétodo util e rapido para obter informacgéao
sobre a dindmica das comunidades microbianas em solos sob aplicacdo de residuos
como biossolido (SULLIVAN et al.,, 2006), residuo soélido doméstico compostado
(GOMEZ; FERRERAS; TORESANI, 2006), efluente de esgoto (PAULA et al., 2010),
mas ainda nao existe este tipo de estudo para solos sob aplicacdo de residuo de
curtume.

Neste trabalho, o uso de microplacas Biolog permitiu a discriminacédo dos
tratamentos (com e sem aplicacédo de lodo de curtume) quanto ao seu potencial
fisiolégico. Resultados semelhantes foram encontrados por Paula et al. (2010) que
observaram, através das andlises de NMDS e ANOSIM, que o perfil metabdlico
microbiano foi alterado pela irrigagao com efluente de esgoto tratado.

A quantidade e a qualidade da matéria organica € um fator fundamental que
controla a estrutura, fungcdo e atividade da microbiota do solo (MARSCHNER;
KANDELER; MARSCHNER, 2003; NDAW et al.,, 2009). O lodo de curtume €& um
material de baixa relacdo C/N e fonte de C prontamente assimilavel pela microbiota
(MARTINES; ANDRADE; CARDOSO, 2006). Esses autores verificaram que mais de
50% do C do lodo de curtume adicionado ao solo foi mineralizado nos primeiros 10 dias.
No presente estudo, a aplicagdo do lodo de curtume ao solo favoreceu o
desenvolvimento de populagcdes microbianas copiotroficas nativas do solo ou
introduzidas pelo lodo, elevando o potencial funcional da comunidade (GOMEZ;
FERRERAS; TORESANI, 2006), o que resultou em aceleragao e intensificagcdo do
consumo de substratos de C das microplacas. Isso explica o metabolismo heterotréfico
médio mais elevado nas curvas de ajuste, os maiores valores de r e menores valores de
s nos tratamentos que receberam lodo, na primeira época (12 dias apos a aplicagao).

Como consequéncias do maior metabolismo microbiano s&o esperadas maiores taxas
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de ciclagem e liberacdo de nutrientes (BRADLEY; FYLES, 1995; LTEIF et al., 2007),
indicando uma comunidade microbiana mais ativa em desempenhar essas funcbes no
solo.

A aplicagéo de lodo de curtume ao solo tende a estimular a atividade microbiana
(BARAJAS-ACEVES; VELASQUEZ-OCAMPO; VAZQUEZ-RODRIGUEZ, 2007;
MARTINES, ANDRADE; CARDOSO, 2006;), o que foi confirmado neste trabalho pelo
aumento do metabolismo heterotrofico potencial da comunidade microbiana. Forte
estimulo a atividade microbiana (respirometria e atividade enzimatica) devido a
aplicagdo do residuo também foi verificada por Nakatani et al. (2011). Estes ultimos
autores encontraram liberagao de CO; pela atividade respiratéria até 3,3 vezes maiores
e atividade da asparaginase até 16,9 vezes maiores nos tratamentos que receberam
lodo em comparacgao ao tratamento controle.

Na segunda época de amostragem (271 dias apds a aplicagao), a maior parte do
substrato prontamente disponivel proveniente do lodo ja havia sido consumida pela
comunidade microbiana, provavelmente restando formas de carbono mais recalcitrantes
no solo. Neste periodo, provavelmente, houve favorecimento ou substituicdo por
populagbes oligotroficas e adaptadas a esse tipo de material, 0 que pode explicar a
queda no valor de r e aumento no valor de s, fazendo com que o perfil metabdlico da
microbiota do solo que recebeu a menor dose de lodo (2,3 Mg ha™) ficasse semelhante
ao tratamento controle. Houve entdo uma queda na atividade microbiana do solo com o
passar do tempo, como ja observado em outros estudos com lodo de curtume
(FERREIRA et al., 2003; MARTINES; ANDRADE; CARDOSO, 2006; NAKATANI et al.,
2011). No entanto, na maior dose (22,6 Mg ha™), devido a grande quantidade de lodo
aplicado, mesmo apos 271 dias ainda continuou a influenciar o perfil metabdlico da
comunidade microbiana do solo que foi alterada em decorréncia da adicdo do lodo.
Essa persisténcia pode ser decorrente das profundas alteracbes causadas na
comunidade microbiana em decorréncia da alta dose de lodo ou ainda pela
permanéncia de formas de carbono mais recalcitrantes ainda servindo de substrato.

Os tratamentos que receberam lodo de curtume apresentaram maiores indices
de diversidade (H’) e rigueza de consumo de substratos de carbono (Ss). Resultados

semelhantes foram encontrados por Gomez, Ferreras e Toresani (2006) em solo sob
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aplicagdo de residuo solido doméstico e Paula et al. (2010) em solo irrigado com
efluente de esgoto tratado, o que pode indicar uma maior diversidade funcional da
comunidade microbiana do solo. No entanto, esses indices n&o refletem
necessariamente uma maior diversidade de organismos, uma vez que diferentes grupos
podem utilizar o mesmo substrato, bem como pode ocorrer selecdo de grupos
especificos de microrganismos.

Os parametros cinéticos r e s, que descrevem o perfil metabdlico da comunidade
microbiana, foram relacionados com os mesmos atributos quimicos (principalmente
elevacao do pH e aumento do teor de N mineral) que contribuiram para modificar a
estrutura da comunidade microbiana, pelo perfil de PLFA, mostrando novamente que o
componente quimico do solo tem grande influéncia sobre o componente microbioldgico
(AON; COLANERI, 2001).

White et al. (2005) identificaram o pH como sendo um importante fator
influenciando o funcionamento de comunidades microbianas de solos florestais no
Canada, afetando diretamente a sua capacidade de utilizacdo dos substratos.
Diferengas na estrutura de comunidades relacionadas ao pH podem resultar em
diferencas no perfil de utilizagcdo de substratos de C pelas comunidades microbianas
(ANDERSON; JOERGENSEN, 1997). Segundo Paula et al. (2010), a adicdo de
nitrogénio via residuo organico pode ser importante para estimular a atividade
microbiana e aumentar o metabolismo heterotrofico potencial da comunidade
microbiana do solo.

Os resultados encontrados para o perfil metabdlico da comunidade microbiana
suportam as hipoteses de que os microrganismos respondem rapidamente a aplicagéao
do lodo de curtume e que as alteragdes na estrutura da comunidade se refletem,

também, em modificagdes no seu metabolismo.
4.3 Conclusdes
Este estudo mostrou que a aplicagdo de altas doses de lodo de curtume (com

baixo teor de Cr) em solo agricola promove alteragdes nos atributos microbiolégicos do

solo, mesmo nove meses apos a aplicagao do residuo, e que a comunidade microbiana
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do solo que recebeu a maior dose do residuo permanece distinta do controle. O
potencial metabdlico da comunidade microbiana também foi alterado, visto que o
consumo de substratos de carbono foi mais intenso e acelerado na comunidade
microbiana do solo que recebeu a maior dose do lodo. As alteragées na estrutura da
comunidade microbiana estdo associadas as modificagdes do perfil metabdlico dessa
comunidade. Os efeitos nos atributos microbiolégicos avaliados estédo relacionados as
alteracbes nos atributos quimicos do solo, decorrentes da aplicagdo do lodo de

curtume, especialmente a elevagao do pH e do teor de N mineral no solo.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A aplicacao de lodo de curtume ao solo altera, de forma transitoria, a estrutura, a
atividade e o perfil fisiolégico da comunidade microbiana do solo.

Os atributos microbiolégicos avaliados respondem rapidamente a aplicagado do
lodo de curtume. Os efeitos da aplicagdo do residuo sdo mais acentuados logo apos a
aplicagdo do lodo de curtume e, apds cerca de nove meses, estes diminuem nos
tratamentos com as menores doses aplicadas ao solo, mas ainda sdo evidentes na
maior dose.

Ja nos dez primeiros dias apds a aplicacdo do lodo de curtume as populagdes
bacterianas diferenciam-se do controle sem lodo, alteracdo que também é
acompanhada pelo grande estimulo a atividade microbiana. Apds nove meses da
aplicagdo ocorre uma reestruturacdo genética da comunidade bacteriana e
concomitante queda na atividade biolégica do solo.

A maioria dos atributos microbiologicos avaliados é estimulada pela aplicagao do
residuo, sendo a atividade da asparaginase e urease (relacionadas ao ciclo do N) os
atributos mais influenciados pela aplicacdo do lodo de curtume. A intensidade das
alteragdes microbiologicas se incrementa com o aumento da dose de lodo aplicada.

O potencial metabdlico da comunidade microbiana também ¢é alterado pela
aplicacao de lodo, pois 0 consumo de substratos de carbono é mais intenso e acelerado
na comunidade microbiana do solo que recebeu a maior dose do residuo. As alteragcbes
na estrutura da comunidade microbiana estdo associadas as modificagbes do perfil
metabdlico dessa comunidade.

A aplicacdo de lodo de curtume proporciona diminuicdo da densidade de
esporos e queda da diversidade de espécies de FMA, assim como, alteracdo da
composicdo de espécies da comunidade pelas altas doses de lodo, evidenciando
pressao seletiva sobre algumas espécies de FMA. No entanto, a taxa de colonizagéo
micorrizica radicular ndo é afetada.

As alteragbes nos atributos microbiolégicos sdo associadas as alteragdes nos
atributos quimicos do solo, decorrentes da aplicagcdo do residuo de curtume ao solo,

principalmente ao aumento do teor de nitrogénio mineral e a elevagao do pH do solo.
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Em geral, a aplicacédo de lodo de curtume em doses equivalentes a até 1200 kg
ha' de N total alteram os atributos microbianos do solo, mas ndo causam efeitos
negativos sobre eles; pelo contrario, mostram um efeito estimulante. O efeito
estimulante sobre os atributos microbiolégicos do solo € temporario, mas pode ter

duracdo mais prolongada na dose mais elevada de lodo.

Consideracdes finais

A conducdo de experimento de campo com aplicacdo de doses de lodo de
curtume (baixo teor de cromo) resultou em grande volume de informagdes a respeito
dos impactos dessa pratica sobre a comunidade microbiana do solo. Os resultados
mostram que a avaliagdo dos atributos microbiolégicos do solo € importante para o
estudo dos impactos dessa pratica e apresentam uma resposta rapida, podendo dar
nocao inicial dos seus efeitos no solo, trazendo informagées que podem fornecer
parametros para o monitoramento de areas sob aplicagdo do residuo, para a melhor
forma de manejo do solo e para o estabelecimento de normas referentes ao uso
agricola do lodo de curtume.

Entretanto, a aplicagcdo de doses de lodo de curtume em solo agricola para uma
determinada cultura deve levar em consideragao nao so6 os atributos microbiolédgicos e
quimicos do solo na camada superficial, mas também o monitoramento ao longo do
perfil do solo até o lencol freatico, avaliando as perdas de nitrogénio por lixiviagao de
nitrato e volatilizagdo de amoénia, produgdo de gases de efeito estufa, e o excesso de
sodio neste residuo. Além disso, a dose de lodo para o maior ganho de produtividade
da cultura agricola, bem como estudos de campo em longo prazo devem ser
considerados. Ou seja, todos os aspectos envolvidos nessa pratica devem ser
analisados em conjunto, visando a reciclagem do lodo de curtume na agricultura de

forma segura e mais sustentavel possivel, minimizando os impactos ambientais.
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O futuro em perspectiva

As seguintes agdes virdo a complementar o conhecimento adquirido durante a
execucgao do presente trabalho e sao consideradas prioritarias:

e Monitoramento de experimentos de campo de longa duragdo com
aplicagcdes repetidas de lodo para visualizar o comportamento dos
atributos microbiolégicos do solo ao longo do tempo.

e Avaliagdo das condigbes microbioldégicas de areas que apresentam um
longo historico conhecido de tipo e quantidade de lodo de curtume
aplicado, como uma area de referéncia.

o Verificacdo das consequéncias de alteracbes observadas nos atributos
microbiologicos do solo, e qual o seu significado para o sistema solo-
planta-atmosfera, através do estudo de grupos funcionais ou processos
microbianos especificos.

e Avaliagdo dos atributos microbiolégicos do solo quando forem feitas
aplicacbes de novas formas de processamento/manejo desse residuo
(como, por exemplo, compostagem, visando diminuir as perdas de N e
desaglie do lodo por prensagem, centrifugagdo ou drenagem, visando
diminuir a quantidade de agua e de sédio) e a incorporagao imediata do

lodo apds a aplicagao ao solo.
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APENDICE A — Numero de amplicons de rRNA 16S de Bacteria apés DGGE, em solo ap6s aplicagdo de
lodo de curtume. Quatro, 301, 407 e 666 dias apds o inicio do experimento. Zero, 120,
480, 840 e 1200 kg ha” de N total via lodo de curtume. Barras indicam o desvio padrdo (n
= 4)
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APENCIDE B - Perfil de amplicons de rRNA 16S de Bacteria apés DGGE, em solo apés aplicagéo de
lodo de curtume. A, B, C, D; correspondem a 4, 301, 407 e 666 dias apds o inicio do
experimento, respectivamente. M, Low DNA Mass Ladder; 1 — 4 5-8,9-12,13 - 16,
and 17 — 20 correspondem a zero, 120, 480, 840 e 1200 kg ha” de N total via lodo de
curtume, respectivamente
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APENDICE C - Curva de resposta principal (PRC) dos atributos quimicos do solo avaliados ao longo de
22 meses (4, 79, 141, 301, 407, 533 e 666 dias apds o inicio do experimento) em fungao
das doses de lodo de curtume (zero, 120, 480, 840 e 1200 kg ha™ N total). (Peso dos
atributos quimicos medidos = Bk, Nmin = nitrogénio mineral, CTC = capacidade de troca
catibnica, CE = condutividade elétrica, pH = acidez ativa, Corg = carbono organico, Ca,
Na, P, K, Mg = nutrientes minerais)





