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RESUMO

SILVA, José Geraldo Delvaux. Biotecnologia do uso de agua residuaria doméstica
em solo do cerrado no cultivo do capim Brachiaria brizantha cv Marandu. 2017. 100
f. Tese (Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade da Rede Bionorte) -

Universidade Federal do Tocantins, Palmas, 2017.

A utilizacdo de agua residuaria doméstica na fertirrigacao de culturas vegetais nao
produtoras de alimentos, mas de interesse zootécnico, € uma alternativa viavel para
0 uso sustentavel dos recursos hidricos. A busca de préaticas agricolas que
proporcionem altas produtividades com sustentabilidade dos agroecossistemas tem
sido um grande desafio. Assim, o objetivo deste estudo foi utilizar 4guas residuarias
para plantio de sementes de Brachiaria brizantha cv Marandu como alternativa para
produgao de alimento animal em solos do Cerrado, bem como estudar os efeitos da
fertirrigacao sobre microbiota, bactérias fixadoras de nitrogénio (BFNs) e fungos
micorrizicos (FMAs). Esses dois grupos microbianos sao o0s principais
microrganismos indicadores da fertilidade do solo. A agua residuaria utilizada foi
obtida do efluente sanitario do Centro Universitario Luterano de Palmas
(CEULP/ULBRA). Antes da aplicagdo do efluente no solo foram determinados os
teores de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K), a condutividade elétrica, o pH, a
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), a demanda quimica de oxigénio (DQO),
sélidos totais e contagens de coliformes totais e fecais. Os teores de NPK foram
utilizados para determinagdo dos manejos de irrigacdo. Foram realizados cinco
manejos ou tratamentos (T1 a Ts). T1 e T2 foram os tratamentos que nao receberam
agua residuédria e Tz a Ts receberam, respectivamente, 20, 40 e 60% de NPK
oriundos da agua residudria. Esses manejos foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado com 20 parcelas e 4 repeticdes. Para
investigar os efeitos dos manejos sobre as caracteristicas quimicas, fisicas e
microbiolégicas do solo foram realizadas duas amostragens, sendo a primeira coleta
feita antes da fertirrigagdo e outra no final do experimento. Para as analises da
produtividade da massa verde vegetal e seca, e a composicao bromatolégica do
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capim foram realizados trés cortes da parte area da planta. Apds aplicacao da agua
residudria foram observadas alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do solo
e na contagem de células microbianas viaveis. Entretanto, a adigdo de NPK
oriundos da agua residuaria aumentou a abundancia de BFNs e FMAs. A
produtividade de massa seca foliar por hectare foi diretamente proporcional a
concentracao de NPK aplicada no solo. Além disso, comparando o0 manejo de
adubacao com NPK comercial (T2) com aqueles que receberam aguas residuarias
(Ts, T4 e Ts) observa-se que a utilizagdo desse efluente ndo alterou a composi¢ao
nutricional do capim Marandu. Portanto, o uso de 4gua residuaria mostrou ser uma
alternativa viavel e promissora para reuso dessa agua em solo do Cerrado que é
considerado pobre em nutriente, visando principalmente a produgdo de alimento

animal.

Palavras-chave: fertirrigacdo, fungos micorrizicos arbusculares, bactérias fixadoras
de nitrogénio, metagendmica, esgoto doméstico.
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ABSTRACT

SILVA, José Geraldo Delvaux. Biotechnology of use of domestic wastewater in
Cerrado soil to cultivation of Brachiaria brizantha cv Marandu. 2017. 100 f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia e Biodiversidade da Rede Bionorte) - Universidade
Federal do Tocantins, Palmas, 2017.

The use of domestic sewage for irrigation of non-food crops, but of zootechnical
interest, is a viable alternative for the sustainable use of water resources. The
search for agricultural practices that provide high productivity with sustainability
of agroecosystems has been a great challenge. So, this study were analyzed the
changes in the community of nitrogen fixing bacteria (NFB) and arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF) by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) after
the use of domestic wastewater to irrigation of Brachiaria brizantha cv Marandu
in Cerrado soil. These two microbial groups are the main microorganims
indicative of soil fertility. The changes physical and chemical of the soil before
and after the use of the fertigation, dry green mass and dry mass productivity and
bromatological composition of the grass were analyzed. After the use domestic
wastewater of the CEULP/ULBRA in soil to cultivation of B. brizantha cv Marandu,
changes in the physical and chemical properties of the soil were observed. The
use domestic wastewater did not change the viable microbial cell count. However,
the addition of NPK from use domestic wastewater increased the abundance of
NFBs and FMAs. The foliar dry mass productivity is highest in the treatments with
domestic wastewater and bromatological composition of the grass not was
affected by fertigation. Therefore, the NPK concentration added in the soil and
the number of cuts contribute to a better nutritional composition of the grass that
was cultivated with domestic effluent. Thus, adequate management makes
possible the use of fertigation in Cerrado soil for the Marandu grass or other

agricultural crop production.

Key words: fertigation, arbuscular mycorrhizal fungi, nitrogen fixing bacteria,

metagenomics, domestic effluent.
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1. INTRODUCAO

Devido a atual crise hidrica e as novas discussdes sobre o uso sustentavel
da agua, deve-se diminuir o desperdicio de agua, assim como aprofundar os
estudos do reuso de aguas residuarias na agricultura. Nesse contexto a
utilizacdo de agua residuaria proveniente de esgoto doméstico para irrigacao de
culturas vegetais ndo produtoras de alimentos é uma alternativa viavel.

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, sendo considerado o
mais rico entre os paises detentores de megadiversidade (DIAS-FILHO, 2014).
Nesse contexto, o Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, e compreende
um gradiente de fitofisionomias campestres, savanicas e florestais que dominam
o Centro-Oeste brasileiro (SANO et al., 2008). E considerado um dos “hotspots”
mundiais de biodiversidade, devido a sua riqueza de espécies, alto nivel de
endemismos e perda de habitats (MYERS et al., 2000).

O bioma Cerrado foi marcado por grandes investimentos para formacao
de pastagens plantadas na década de 1970 (ANDRADE et al.,2005). Neste
periodo, iniciou-se um programa de substituicdio do capim-gordura por
gramineas mais produtivas, principalmente as espécies do género Brachiaria (B.
decumbens, B. humidicola e B. brizantha). A abertura de novas areas para
agricultura e o abandono de é&reas degradadas estaria favorecendo o
estabelecimento de espécies vegetais invasoras na regiao do Cerrado (DIAS-
FILHO, 2014).

A busca de praticas agricolas que proporcionam altas produtividades com
sustentabilidade dos agroecossistemas tem sido um grande desafio. O
conhecimento sobre o funcionamento biolégico do solo do bioma Cerrado ainda
€ escasso, sendo uma necessidade a busca de bioindicadores que avaliem de
modo eficaz, as alteragcdes que ocorrem no solo e seus impactos sobre a
composigao e funcionamento da microbiota, indicando estratégias adequadas de
conservacao e manejo (MENDES et al., 2011).

A microbiota do solo é a principal responsavel pela decomposicdo dos
residuos orgéanicos, pela ciclagem dos nutrientes e pelo fluxo de energia dentro
do solo (VITOUSEK et al., 2002, MESQUITA, 2011).
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O uso de técnicas moleculares em estudos de ecologia microbiana tem
sido frequentemente utilizado para explorar a diversidade microbiana e analisar
a estrutura das comunidades existentes (TIEDJE et al., 2001, NICOLAISEN e
RAMSING, 2002, FALEIRO, 2011).

As avaliagdes da diversidade microbiana fornecem indicativos sobre a
variedade e a variabilidade, em termos de numero (riqueza) e abundancia
(equitatividade), de espécies presentes em um determinado solo (LIANG et al.,
2008, FALEIRO, 2011, VAN ELSAS & BOERSMA, 2011). O uso de técnicas
moleculares tem permitido identificar que a riqgueza de espécies microbianas
presentes no solo é bastante superior ao estimado com base em técnicas
tradicionais de cultivo em placa (WARD et al, 1990 citado por MENDES et al.,
2011).

Os estudos da diversidade genética microbiana sao baseados na extracao
e purificacdo do DNA das comunidades microbianas do solo, seguidas da
amplificagdo dos genes que codificam o RNA ribossémico (rRNA) pela reacao
da polimerase em cadeia (PCR), com a utilizacdo de oligonucleotideos
universais, para espécies ou dominios especificos (MENDES et al., 2011, VAN
ELSAS & BOERSMA, 2011). Posteriormente, os produtos da amplificacdo sao
separados por técnicas de DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente
Desnaturante).

Assim nesse estudo foram analisadas as alterag6es no perfil de DGGE da
comunidade de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFNs) e de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) ap6s a utilizagdo de agua residuéria para
irrigacdo de Brachiaria brizantha cv Marandu. Esses dois grupos microbianos
sao os principais microrganismos indicadores da fertilidade do solo (SOUZA et
al., 2011, THONGTHA et al., 2014). Também foram analisadas as alteracbes
fisicas e quimicas do solo antes e apds o uso da &gua residudria e a

produtividade da massa verde e seca do capim.
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2. REFERENCIAL TEORICO!

A &gua é um recurso natural essencial a vida, ao desenvolvimento
econdmico e ao bem-estar social. Embora encontrada em abundancia no
territério nacional, ja apresenta comprometimento da sua quantidade e
qualidade, principalmente nas regides préximas aos grandes centros urbanos
gue geram diariamente milhdes de m3 de esgoto doméstico. Com a atual crise
hidrica que o pais vem passando, deve-se aumentar os estudos e 0s
investimentos para a recuperagao de aguas residuérias, sendo essas utilizadas
para o consumo direto e ou outras atividades humanas.

O tratamento de esgoto doméstico tem sido visto como uma tecnologia
extremamente madura do ponto de vista da saude humana e do impacto
ambiental (BATSTONE et al., 2015).

O destino final adequado de aguas residuarias, tratadas ou ndo € uma das
grandes preocupacdes da populacdo em geral, dos ambientalistas e dos
governantes. Dentre as aguas residuérias, o esgoto doméstico é produzido em
maiores quantidades (VON SPERLING, 2005). Em vista dessa grande
quantidade produzida e suas caracteristicas fisico-quimica-bioldgicas, o esgoto
doméstico necessita do emprego de técnicas adequadas para seu
tratamento/disposigao final (SILVA, 2010).

O uso de agua residuaria na agricultura € uma alternativa importante, por
liberar as aguas potaveis para consumo humano e tornar possivel o
aproveitamento do potencial hidrico e de nutrientes dos esgotos. Esse processo
tem sido denominado de fertirrigacdo, devido o potencial da matéria organica
presente nesses efluentes de ser utilizada como fertilizante ou adubo
(RODRIGUES et al., 2009, BATSTONE et al., 2015). Segundo Silva et al. (2012)
a fertirrigacao é uma técnica de aplicacao de nutrientes para plantas via agua de
irrigacdo. Além disso, a utilizacdo desse esgoto na agricultura pode minimizar

'Esse referencial tedrico foi publicado na revista African Journal of
Biotechnology com o titulo “Fertigation with domestic wastewater: Uses and

implications” (anexos).
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danos ambientais causados pelo lancamento desses efluentes em corpos
hidricos (SANTOS et al., 2006, SILVA et al., 2012).

A agricultura é a atividade humana que mais consome agua, em média
70% de todo o volume captado (DUARTE et al., 2008, ALMEIDA SILVA et al.,
2012, CHRISTOFIDIS, 2013, ALDERSON et al., 2015). Em areas de clima seco
airrigacao chega ao consumo de até 85% dos recursos hidricos (DUARTE et al.,
2008, PAULINO et al., 2011). No Brasil, 0 consumo estd em torno de 61% de
todo o volume captado (PAULINO et al., 2011).

Em relacéo a nutricao vegetal, varios estudos indicam efeitos positivos da
irrigacdo com esgotos na produtividade das culturas agronémicas (JOHNS &
MCCONCHIE, 1994, AL-NAKSHABANDI et al., 1997, HESPANHOL, 2002,
SILVA et al., 2012, BISWAS et al., 2015, PETOUSI et al., 2015, MALAFAIA et
al., 2016). A importancia do esgoto tratado no fornecimento de nutrientes em
comparacdo ao seu fornecimento via adubacao mineral tem sido mostrada por
varios autores (Tabela 1). No entanto, a utilizacdo de aguas residuérias
domésticas na irrigacao de culturas agricolas pode acarretar alteracdes fisicas,
quimicas e microbiolégicas no solo; com potencial para contaminac¢ao do produto
agricola e mesmo do produtor (FONSECA et al., 2007; SOUZA et al., 2011,
BATISTA et al., 2010, OLIVEIRA et al., 2014, PETOUSI et al., 2015). Nesse caso
seria interessante o uso dessas aguas residuarias para produgao de culturas
agricolas que nao tem consumo direto pelo ser humano, mas para animais
ruminantes.

A pastagem é a principal fonte de alimento para os ruminantes, sendo
sensivelmente mais econdmica em relagédo aos concentrados (MARANHAO et
al., 2010). Entretanto, os ecossistemas das pastagens sdao complexos e
possuem uma série de componentes bidticos e abibticos que interagem entre si
de diferentes maneiras (MARANHAO et al., 2010). Silva et al., (2012) mostraram
que a produtividade do capim, Panicum maximum, aumentou com a dose de
esgoto doméstico aplicada. Segundo eles ndao houve alteracao na composicao
quimico-bromatolégica do capim irrigado com esgoto quando comparado ao
controle. O resultado de Silva et al. (2012) mostra o potencial de utilizacao de
aguas residuérias na fertirrigacdo de uma forrageira destinada ao consumo
animal. Entretanto, esse estudo nao foi analisado o perfil da comunidade
microbiana antes e depois da aplicacdo do esgoto no solo.
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Os microrganismos, principalmente os fixadores de nitrogénio,
nitrificantes e solubilizadores de fosfatos apresentam grande potencial para
auxiliar no desenvolvimento do capim no solo irrigado com agua residuéria
doméstica. Além disso, esses microrganismos contribuem para a estruturagao
do solo e a disponibilidade de nutrientes para comunidade de seres vivos que
vivem no solo. Assim, os estudos sobre a comunidade microbiana pode ser um
importante fator para verificar o potencial de danos da fertirrigacdo com aguas
residuarias domésticas.

O conhecimento da diversidade microbiana ap6s a aplicagdo da
fertirrigacao € importante para estudos de bioprospecc¢ao visando o isolamento
e selecao de microrganismos que contribuem para fertilidade do solo e auxiliam

no desenvolvimento de culturas agricolas irrigadas com agua residuarias.

2.1 Histoérico do reuso de aguas residuarias na agricultura

Com o grande aumento da populacdo urbana, tornou-se muito sério o
problema da poluicdo ambiental causada pelo langamento de esgoto sanitario
sem tratamento, diretamente no corpo hidrico. Uma alternativa para minimizar
esse problema foi o incentivo para a aplicacdo do esgoto bruto na agricultura em
areas rurais que ficaram conhecidas como “Fazendas de Esgotos” (VEDRY et
al., 2001). No final do século XIX, ja existiam cerca de 50 dessas fazendas na
Gra-Bretanha (SANTOS, 2004).

No século seguinte muitos projetos dessas fazendas foram abandonados,
devido ao crescimento populacional e a urbanizagdo das areas rurais (SILVA,
2010). Nos Estados Unidos, o desenvolvimento de programas para o reuso de
agua teve inicio na primeira metade do século XX (ASANO & LEVINE, 1996).
Em 1912, iniciou-se o uso de aguas residuarias para fertirrigacdo de gramados
e suprimento de lagos ornamentais (TCHOBANOGLOUS et al., 2003). Em 1932,
foi construida uma estacao de tratamento de aguas residuarias (METCALF &
EDDY, 1991). Além disso, em 1960, foi implantado o sistema dual de
abastecimento de agua, o qual supria com agua residudria recuperada, a
demanda da fertirrigacao paisagistica em campos de golfe, parques, cemitérios
e para a limpeza de logradouros publicos (METCALF & EDDY, 1991).
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No Brasil, o uso de fertirrigacdo com aguas residuarias é relativamente
recente, iniciado com a aplicacao de vinhaga em cana-de acgucar, por volta de
1970. No entanto, as areas fertirrigadas tém crescido muito, em especial nas
regides produtoras de frutas e hortalicas (LIMA et al., 2005).

Atualmente, os recursos hidricos disponiveis nao sao suficientes para
abastecer adequadamente a populacdo mundial. Segundo Rijsberman (2006),
no século XX a populacdo mundial triplicou ao passo que o consumo de agua
aumentou em seis vezes. No Brasil, a escassez de agua é bastante visivel,
sobretudo na regiao Nordeste, situado na regido semiarida e caracterizada por
apresentar curto periodo chuvoso, temperatura elevada e alta taxa de
evapotranspiracdo (SOUSA NETO, 2012). Além disso, a crise hidrica que o pais
vem enfrentando deve aumentar o uso e ou tratamento de aguas residuarias
doméstica para diversas atividades humana, incluindo consumo direto e uso
agricola. Os maiores reservatérios de aguas destinadas ao consumo humano
estao nos ultimos anos abaixo do nivel considerado 6timo e em muitos estados
brasileiros ja estao utilizando para consumo humano o chamado volume morto
(PENA, 2016).

A &gua potavel, utilizada para sanar as necessidades basicas da
populagdo mundial, esta cada vez mais escassa; necessitando de politicas de
gerenciamento dos recursos hidricos, como forma de minimizar o impacto
gerado pelas diversas atividades humanas (SOUSA NETO, 2012). Estima-se
que dois tercos da populacdo mundial serdo afetados pela escassez de agua
nas proximas décadas (NOBRE et al., 2010, ALDERSON et al., 2015). Nesse
contexto, o desenvolvimento de tecnologia para reuso de aguas residuarias é

muito importante.

2.2 Composicao e caracteristica do esgoto doméstico bruto

Os esgotos domésticos provém principalmente de residéncias, edificios
comerciais, instituicdes ou quaisquer edificacdes que contenham instalagdes de
banheiros, lavanderias e cozinhas (SILVA, 2010). Eles sao compostos
essencialmente da agua de banho, urina, fezes, papel, resto de comida, sabéo,
detergentes e 4guas de lavagem de loucas e vestimentas (JORDAO & PESSOA,
1995, TORRES, 2004, VON SPERLING, 2005). Essas aguas sao ricas em
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nutrientes com potencial para serem utilizados na irrigagdo (ALDERSON et al.,
2015, BATASTONE et al., 2015, KONG et al., 2015, MALAFAIA et al., 2016).
Além disso, as caracteristicas dos esgotos sao funcdo dos usos a qual foi
submetida e variam com o clima, situacao social e econémica e habitos da
populacdo (KONG et al., 2015).

Os esgotos domésticos contém aproximadamente 99,9% de agua. A
fracao restante inclui sélidos organicos e inorgéanicos, suspensos e dissolvidos,
bem como microrganismos (SANTOS et al., 2011, BATASTONE et al., 2015,
DERRY & MAHESHWARI, 2015). As substancias organicas presentes nos
esgotos sao constituidas principalmente por proteinas, carboidratos, gorduras e
Oleos, ureia, surfactantes, fendis e pesticidas (DERRY & MAHESHWARI, 2015,
PETOUSI et al., 2015). Os pesticidas e outros compostos organicos utilizados
na agricultura sdo fontes de poluicao e de toxicidade a microbiota do solo e
aquatica (FELIX et al., 2007).

A presenca de nutrientes tais como: nitrogénio, fésforo e potassio tem sido
vista como uma das grandes vantagens da utilizacdo de esgoto sanitario na
fertirrigacao de culturas agricolas (ALDERSON et al., 2015, BATASTONE et al.,
2015, MALAFAIA et al., 2016). Entretanto, uma das preocupacgdes refere-se,
justamente, a aplicacdo de nutrientes ou outros contaminantes em excesso.
Mikkelsen et al. (1997) afirmaram que a aplicacao de aguas residuarias no solo
durante longos periodos, pode resultar em acumulos de nutrientes, excedendo-
se as exigéncias das plantas (eutrofizacdo). Outros riscos potenciais para o
ambiente sdo a poluicdo de aguas superficiais e subterraneas, salinizagéo,
contaminagdo do solo com metais pesados e alteracées sobre a comunidade
microbiana do solo (GLOAGUEN et al., 2010, SANTOS et al., 2011, THONGTHA
et al., 2014, KONG et al., 2015, ALDERSON et al., 2015, PETOUSI et al., 2015,
WANG et al.,, 2015). Esses fatores podem acarretar efeitos negativos na
estrutura e macroporosidade do solo e na contaminacdo do homem e animais
por patdégenos microbianos presentes nesses residuos (ALDERSON et al., 2015,
PETOUSI et al.,, 2015). Assim, é necessario quantificar a disponibilidade de
nutrientes no solo, as exigéncias nutricionais das culturas, a concentracdo de
nutrientes na agua residuaria e o efeito sobre a comunidade microbiana que
contribui para fertilidade do solo (SOUZA et al., 2011, THONGTHA et al., 2014).
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A matéria inorganica presente nos esgotos é formada principalmente de
areia e de substancias minerais. A areia € proveniente de aguas de lavagem das
ruas e de aguas do subsolo (JORDAO & PESSOA, 1995, SMITH, 1996).

Os microrganismos encontrados nos esgotos podem ser saprofitas,
comensais, simbiontes ou parasitos (ALDERSON et al., 2015, DERRY &
MAHESHWARI, 2015, PETOUSI et al., 2015). Algumas bactérias, virus,
protozoarios e helmintos por interagirem com a agua ou com as fezes sdo os
principais grupos de organismos de interesse do ponto de vista da saude publica
(SOUSA NETO, 2012). A origem destes agentes patogénicos nos esgotos é
predominantemente humana, refletindo diretamente o nivel de saude da
populacao e as condi¢cdes de saneamento basico de cada regiao.

Os coliformes; Escherichia coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp e
Citrobacter sp sao indicadores de contaminagcao fecal por serem tipicos do
intestino do homem e de outros animais homotérmicos (RIBEIRO et al., 2012,
PETOUSI et al., 2015). Esse grupo de microrganismos sao utilizados para avaliar
a qualidade das aguas destinadas ao consumo humano e estimar a magnitude
da poluicao (BITTON, 1994). A determinacdo desses microrganismos pode ser
feita por técnica de biologia molecular como Reacao da Polimerase em Cadeia
(PCR), DGGE, eletroforese em gel com gradiente de temperatura (TGGE) e
sequenciamento que apresentam uma maior sensibilidade quando comparadas
as técnicas de cultivo ou aos testes bioquimicos.

O maior agravante na utilizagdo de esgoto doméstico na agricultura tem
sido o aspecto sanitario. Tais caracteristicas tém limitado a utilizacdo de esgoto
domeéstico na agricultura (SOUSA NETO et al., 2012). Entretanto, o manejo e 0
tratamento adequado dessas aguas podem diminuir esses eminentes riscos.
Segundo Rocha et al. (2003), apds 54 dias da aplicacdo de esgoto sanitario
tratado, nao foram identificados coliformes fecais no solo, sendo que, a partir de
60 dias, nenhuma amostra positiva com ovos de helmintos foi encontrada,

apesar do alto nivel de contaminacgao inicial.

2.3 Fertirrigacao com agua residuaria domeéstica na agricultura

Segundo Souza (2005) a aplicacao de aguas residuarias no solo promove
melhorias nas condigdes fisicas e quimicas e da fertilidade. Além disso, o reuso
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da agua, a reciclagem de nutrientes e a reducao no uso de fertilizantes quimicos
podem ser outras vantagens da fertirrigagdo via aguas residuarias (VAN DER
HOEK et al., 2002).

O nitrogénio é o nutriente mais exigido pelas plantas. Este elemento,
porém, encontra-se quase totalmente complexado na forma organica,
dependendo da biomassa microbiana do solo para sua transformacédo e
absorcao pelas plantas (JENKINSON & LADD, 1981, FEINGIN et al., 1991).
Essa biomassa é sensivel as mudancas que ocorrem no solo sendo, portanto,
uma boa indicadora de qualidade do solo (JACKSON et al., 2003).

As fontes fornecedoras de nitrogénio do solo sdo a degradacéo e a
mineralizagdo da matéria organica, os fertilizantes e a fixagdo biologica do
nitrogénio atmosférico (BLOOM, 2015). A maior parte do nitrogénio fixado
biologicamente vem de simbiose envolvendo plantas e rizobactérias,
principalmente aquelas da familia Rhizobiaceae que incluem Rhizobium sp,
Mesorhizobium sp, Allorhizobium sp, Azorhizobium sp e Bradyrhizobium sp
(VANCE, 1998, RODRIGUES et al., 2013). Esse processo tem sido utilizado para
avaliar o efeito do lodo no solo (VIEIRA, 2001; VIEIRA et al., 2004). Além disso,
a maior parte do nitrogénio presente em aguas residuarias encontra-se na forma
organica, que pode ser mineralizada por enzimas microbianas com a liberagéo
de ions amdnio e nitrato (SANTOS et al., 2006). Esses ions sdo absorvidos pelas
plantas ou utilizados pela comunidade de organismos do solo para producao de
biomoléculas.

Outro nutriente de ocorréncia nas aguas residuarias e que traz beneficios
as culturas é o fésforo (BATSTONE et al.,, 2015, THONGTHA et al., 2014).
Entretanto, uma quantidade excessiva de adubacgao fosfatada em determinadas
culturas, causa redugdo na produtividade, devido ao desbalanceamento
nutricional, pois seu excesso pode reduzir a disponibilidade de micronutrientes,
tais como, cobre, ferro e zinco. Além disso, elevadas concentragdes de fosforo
podem aumentar a precipitacdo do calcio no efluente, aumentando com isso a
razdo de adsorcao de sédio (FEINGIN et al., 1991). Os fungos micorrizicos tem
um papel importante na disponibilizacdo de fésforo para as plantas (SMITH et al.
2010). Esse microrganismo também pode ser um bom indicador dos efeitos da

aplicacao de aguas residuarias no solo.



24

Diversas variedades de plantas agronémicas tém sido cultivadas

utilizando a fertirrigacdo com aguas residuarias domésticas (Tabela 1).

Tabela 1: Culturas vegetais produzidas utilizando aguas residuarias proveniente

do esgoto doméstico.

Cultura Irrigacéo Fonte
Oliva ‘ L Petousi et al. (2015)
Meldo Agua residuaria Almeida Silva et al. (2012)
Girassol Nobre et al. (2010)

Capim Mombaca
Copaiba
Eucalyptus
Grandis
Mamona

Milho
Amaranthus

Pinhao-manso
Quiabo

Algodao
Cana-de-acgucar
Feijao

Moranga
Pepino
Pimentao

Esgoto doméstico

Esgoto doméstico tratado

Gloaguen et al. (2010)

Bezerra et al. (2014

Silva et al. (2010)

Celentano Augusto et al. (2003)
Celentano Augusto et al. (2007)

Ribeiro et al. (2012)
Gloaguen et al. (2010)
Nathan et al. (2012)
Biswas et al. (2015)
Malafaia et al. (2016)
Silva et al. (2011)
Santos et al. (2006)

Sousa Neto et al. (2012)
Freitas et al. (2013)
Reboucas et al. (2010)
Oliveira et al. (2013)
Azevedo & Oliveira (2005)
Sousa et al. (2006)

Fonte: Silva et al., 2016.

Entretanto, é importante mencionar que o capim mombaga, mamona,

pinhdo-manso, eucalipto e algodao produzidos por esse processo sao mais

promissores, devido a ndo ter sua utilizacao direta na alimentacdo humana. Com

isso 0s possiveis riscos de contaminagcdao por microrganismos patogénicos

presentes nas aguas residuarias sao minimos ou inexistentes.

Portanto, as aguas residuarias sao fontes importantes de nutrientes

requeridos pelas culturas e estudos tem mostrado um aumento de produtividade
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em feijao e fruteiras (OLIVEIRA et al., 2014). Segundo esses autores, a utilizagao
de esgoto sanitario na fertirrigacao traz beneficios ao meio ambiente e ao
produtor rural que ird reduzir seus custos com aplicacao de fertilizantes. Além
disso, Silva et al., (2012) mostraram aumento na produtividade do capim
mombaca em funcao da dose de esgoto aplicada. Os resultados desse estudo
sao interessantes devido a utilizacdo de uma cultura agronémica que esta
envolvida indiretamente na alimentagdo humana e mostra a aplicacdo da

fertirrigacdo em solo do Cerrado.

2.4 Riscos fisicos, quimicos e bioldégicos da irrigacao com aguas
residuarias

Um dos possiveis impactos do aproveitamento agricola de &aguas
residuarias pode ocorrer nas aguas subterraneas (SILVA, 2012). Em zonas
aridas com solos permeaveis e rasos, o tratamento do esgoto por disposicéao no
solo, ou mesmo a fertirrigacao de culturas com aguas residuarias pode causar
incrementos no nivel freatico ou contaminagéo das aguas do lencol freatico com
microrganismos patogénicos e outros, além de provocar a salinizagdo e ou
sodificagao do solo (FONSECA et al., 2001, GLOAGUEN et al., 2010).

Os efeitos da aplicacao de agua residuaria nas propriedades quimicas do
solo sdo pronunciados somente a longo prazo, sendo que esses efeitos
dependem da composicao fisica e quimica do solo e das condi¢des climaticas
(SILVA, 2010, SILVA et al., 2012).

Gloaguen et al. (2010) através de uma analise multivariada estabeleceram
uma inter-relagdo entre os efeitos negativos do uso de aguas residudrias na
irrigacdo. Segundo esses pesquisadores, a irrigacdo com aguas residuarias
tratadas & uma técnica utilizada na agricultura para reduzir as necessidades
hidricas e o impacto da carga de nutrientes nos mananciais, porém varios efeitos
negativos ja foram registrados nas propriedades quimicas (salinizacéo,
sodificacdo e outros) e fisicas do solo (alteracdo na porosidade e condutividade
hidraulica do solo e outros). Suas analises revelaram cinco fatores principais,
dentre eles, porosidade fina (composto por Na+ e K+*), porosidade larga,
capacidade de troca catiénica do solo (Ca?* e Mg?+), acidez e textura do solo. A
concluséo principal desses autores foi que a mudancga da distribuicao dos poros
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do solo (poros grossos para poros finos) ocasionado pela aplicacdo da agua
residudria leva a um aumento do armazenamento da dgua no solo e a reducao
da drenagem dos sais. Esse resultado confirma a salinizacdo do solo apds uso
da agua residuaria e mostra também a capacidade do solo em reter agua. Assim,
provavelmente, o efeito mais negativo causado pela utilizacdo de aguas
residuarias seja o aumento na salinidade/sodificagdo do solo, que em longo
tempo pode causar uma redugdo na produtividade das culturas. Além disso, a
qualidade da agua residuaria, a condutividade hidraulica do solo, o teor de
matéria organica, a drenagem do solo, os intervalos entre aplicacoes e a
profundidade do lengol freatico sdo fatores determinantes na taxa de salinidade
dos solos (WHO, 2004).

A adsorcao de sodio as particulas do solo pode levar a dispersao coloidal
e a reducao na porosidade do solo (GLOAGUEN et al., 2010). Entretanto esse
efeito negativo do so6dio somente ocorrera caso a concentracao de Na* seja
superior a de Ca*? e Mg*? e a condutividade elétrica de saturacao do solo seja
muito baixa (SILVA, 2010). Além disso, o sédio e outras fontes de salinidade séo
persistentes e usualmente sua remocéao requer o uso de sistemas de tratamentos
com altos custos, como por exemplo, as resinas de troca de cations e
membranas de osmose reversa (TOZE, 2006). Wang et al. (2015) mostraram
que a capacidade de deionizagdo pode ser uma técnica alternativa para
dessalinizagéo.

O manejo também é muito importante para evitar a salinizagdo do solo.
Silva (2010) cultivou capim Panicum maximum com diferentes concentragdes de
sodio (75, 150, 225 e 300 kg ha''). Segundo eles, o acumulo de sédio na folha
foi proporcional a dose aplicada no solo e o periodo de corte. Assim, a
determinacao da capacidade de retencdo do solo e da absorcédo de sédio por
microrganismos e plantas sao fundamentais para o sucesso da fertirrigacédo com
esgoto doméstico. Além disso, estudos recentes tém preocupado mais em
determinar a contaminagdo microbiana do solo e do produto agricola por
patdgenos contidos nas aguas residuarias € nao com a salinizacao/sodificagao
(ALDERSON et al., 2015, DERRY & MAHESHWARI, 2015, PETOUSI et al.,
2015). Entretanto, a auséncia de contaminagdo microbiana foi detectada nas
folhas e frutos de arvores de Oliveira irrigadas com aguas residuarias domésticas
(PETOUSI et al., 2015).
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A eutrofizacdo é uma poluicdo causada pelos niveis altos de nutriente e
biomassa (POSADAS et al., 2013, KONG et al., 2015). Essas contaminacdes
antropicas podem ser devido ao descarte em especial de fésforo, no esgoto
doméstico em areas rurais (THONGTHA et al., 2014, KONG et al., 2015). Petousi
et al. (2015) mostraram que ha um acumulo de nutriente, principalmente fésforo
e potassio, e sal no solo apés dois anos de aplicacao do esgoto para irrigacao
de arvores de Oliveira. O alto conteudo de fésforo causa sérios problemas em
cursos d’aguas (WANG & WANG, 2009).

Alternativamente, para evitar o acimulo do nutriente no solo, Thongtha et
al. (2014) estudaram a capacidade das plantas Nelumbo nuciferae e Cyperus
alternifoliuse e dos microrganismos do solo em remover diferentes
concentracoes de fosforo presente no esgoto doméstico. Eles concluiram que o
fésforo foi absorvido do solo pelas plantas testadas e pela comunidade de
microrganismos, em especial Pseudomas sp. Assim a eutrofizagcdo pode ser
amenizada pela comunidade microbiana local associada a fitorremediagdo. A
capacidade de remocao de fésforo e nitrogénio de aguas residuarias pela
comunidade de microrganismos também foi descrita em Kong et al., (2015).

Os metais pesados tais como Cd, Cu, Ni, Pb, As, Cr e Zn representa
potencial riscos para os seres vivos (BURCHILL et al., 1981). O acumulo desses
metais pode ser observado apds a aplicacao de aguas residuarias no solo.
Entretanto, as contaminacdes por metais pesados podem ser também removidas
pelas plantas (ALDERSON et al.,, 2015). Nathan et al. (2012) mostraram a
capacidade de Zea mays, Commelina bengelensis, Helianthus annuuse,
Amaranthus hybridus em bioacumular Pb, Cu, Cd e Zn oriundos de aguas
residuarias. Segundo esses autores, H. annuuse C. bengelensistem apresentam
um potencial para remover Pb, Cu e Cd, enquanto Z mays e A. hybridus
absorverem melhor o Zn. Dessa forma, esses metais pesados podem estar se
acumulando nos alimentos.

Portanto, devido a esses riscos (principalmente a contaminagao da cultura
com patégenos e metais pesados) o cultivo de variedade agronémica nao
alimenticia para o homem utilizando 4guas residuarias domésticas seria mais
recomendada. Nesta tese foi desenvolvido o projeto do plantio de capim
Brachiaria brizantha em solo do Cerrado utilizando aguas residuéria domésticas.
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2.5 Riscos sobre comunidade microbiana do solo

A microbiota do solo é a principal responsavel pela decomposicdo dos
residuos organicos, pela ciclagem dos nutrientes e pelo fluxo de energia dentro
do solo (VITOUSEK et al., 2002, GAMA-RODRIGUEZ et al., 2005). Assim, seria
muito importante analisar o efeito do uso de aguas residuarias para irrigacao
sobre 0s microrganismos que contribuem para a fertilidade do solo. Os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) e as bactérias fixadoras de nitrogénio,
incluindo nesse grupo os actinomicetos, podem ser um bom parametro para
investigar essas possiveis alteragdes. Além disso, esses microrganismos podem
contribuir para evitar o acumulo de nutrientes, incluindo o fosforo e nitrogénio, e
de metais pesados oriundos da agua residuaria doméstica no solo.

Os FMAs constituem um importante componente da microbiota da
rizosfera em ecossistemas naturais (VERMA et al., 2008). Eles estao distribuidos
em varios habitats formando associa¢des mutualistas com extensivo nimero de
espécies vegetais agricolas e florestais (AZCON-AGUILAR et al., 1997, OEHL
et al. 2011). Essa associacao mutualista simbiética formada entre os FMAs e as
raizes das plantas esta presente na natureza ha mais de 400 milhdes de anos e
ocorre uma transferéncia bidirecional de substancias (POZO & AZCON-
AGUILAR, 2007, SMITH et al. 2010). Os FMAs absorvem os nutrientes minerais,
como exemplo fosforo, zinco e cobre e agua do solo e os compartilham com a
planta (GOSLING et al., 2006, SMITH et al. 2010). Em troca a planta fornece
para os FMAs hidratos de carbono provenientes da fotossintese (SMITH et al.
2010).

Os FMAs contribuem para a adaptacdo das plantas em diferentes
ecossistemas, aumentam a tolerancia a estresse bibtico e abibdtico e, a absorcao
de agua e nutrientes pela planta (TAYLOR et al., 2001; MORAES et al., 2004;
BERBARA et al., 2006). Além disso, esses fungos contribuem para o aumento
da densidade de bactérias fixadoras de nitrogénio na rizosfera, produz
sider6foros, aumenta a resisténcia da planta a metais pesados e reduz a
populacado de nematdides na micorrizosfera (NEERAJ, 2011).

Os FMAs estdo agrupados no filo Glomeromycota, possuem sete
géneros: Acaullospora, Archaespora, Entrophospora, Glomus, Gigaspora,
Paraglomus e Scutellospora e cerca de 210 espécies ja descritas (INVAM, 2015).
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O método que se utiliza tradicionalmente para a classificacao taxonémica
das espécies de FMAs € a comparacgao entre as caracteristicas morfolégicas dos
seus esporos extraidos do solo (MOREIRA, et al., 2007). No entanto, a analise
baseada somente na identificagdo destes esporos pode ser limitado devido a
esporulacao ser dependente de caracteristicas particulares de cada espécie e
sua interacdo com o ambiente, os esporos obtidos de uma amostra de campo
podem estar em processo de decomposicdo e esses fungos sao biotréficos
(RODRIGUES-ECHEVERRIA & FREITAS, 2006). Devido a esses fatores, a
utilizacado de técnicas de biologia molecular tem sido cada vez mais empregada
para a identificacdo destas espécies (KRAMADIBRATA et al., 2000). Essas
técnicas que analisam diretamente a comunidade de FMAs nos solos e evitam
muitos passos associadas ao cultivo e a producdo de esporos em cultura
armadilha (KOWALCHUK et al., 2002). A técnica de DGGE tem sido empregada
para analises da comunidade de FMAs permitindo acessos a estes fungos nos
sistemas radiculares das plantas, em amostras de solo ou mesmo em um banco
de esporos, sendo um método ja testado em uma gama de isolados de FMAs
com habilidade de distinguir entre as diferentes espécies (KOWALCHUK et al.,
2002).

Os microrganismos tém papel importante no crescimento das plantas e na
fertilidade do solo. Podem auxiliar na decomposicdo e mineralizacdo de
compostos organicos e na assimilagao e fixagao biolégica de nitrogénio (FBN)
(VITOUSEK et al., 2002, GAMA-RODRIGUEZ et al., 2005). Além disso, o
nitrogénio da biomassa microbiana € tido como uma fracao facilmente disponivel
(GAMA-RODRIGUES et al., 2005).

Os microrganismos capazes de realizar a FBN chamados diazotréficos,
podem contribuir com grande propor¢cao do nitrogénio no solo rizosférico
(WARTIAINEN et al., 2008). A FBN é caracterizada pela reducéao do nitrogénio
atmosférico a nitrogénio amoniacal. Processo realizado por uma variedade de
microrganismos procariotos, sendo um processo com alto gasto energético,
sensivel a presenga de oxigénio e altamente regulado a nivel transcricional e pés
transcricional (JENKINS & ZEHR, 2008; HONG et al., 2012). Esses
microrganismos sdo capazes de realizar a FBN por possuirem a enzima
nitrogenase, codificada pelos genes nif H que estao localizados no operon nif
HDK (ZEHR et al., 2003). Por estar presente na maioria dos sistemas bioldgicos
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capazes de fixar nitrogénio atmosférico e apresentam regides altamente
conservadas entre as bactérias diazotréficas, o gene nif H tem sido muito
utilizado em estudos relacionados a bactérias diazotroficas. Além disso, tem sido
reportado que andlises filogenéticas do gene nif H sao largamente consistentes
com a filogenia do gene 16S rRNA (ZEHR et al., 2003).

As bactérias diazotroficas podem ser epifiticas, como algumas linhagens
de Azospirillum spp que vivem nas superficies das raizes, ou endofiticas, tais
como Azospirillum diazotrophicus, Azoarcus spp., Herbaspirillum spp. e
Azospirillum brasilense (JAMES, 2000). Essas bactérias podem também liberar
compostos como acido indol acético-AlA que estimula o crescimento de raizes,
a germinacao de esporos € 0 crescimento micelial de fungos micorrizicos
(VAZQUEZ et al., 2000).

Os actinomicetos pertence ao filo Actinobactéria e compreende o grupo
de organismos com alto teor de guanina e citosina no DNA (STACKEBRANDT
et al.,, 1997). Os principais representes desse grupo sao Arthrobacter sp,
Corynebacterium sp, Nocardia sp, Rhodococcus sp, Streptomyces sp e
Mycobacterium sp. Eles sdo conhecidos como bactérias de cultivo lento,
produtoras de antibiéticos e sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico
(DUNBAR et al., 2002).

As analises morfolégicas e fisiolégicas desses microrganismos
apresentam limitacdes, o que justifica o uso das técnicas de biologia molecular,
que permitam estudar a comunidade microbiana incluindo os microrganismos
biotroficos.

A técnica de DGGE combinada com PCR constitui, atualmente, um
método de rotina e de confianga para produzir uma rapida representacao de
comunidades microbianas dominantes no solo. Além disso, permite a
comparacdo de grande numero de amostras a partir de diferentes tratamentos
(VAN ELSAS & BOERSMA, 2011). Pode ser utilizada também no monitoramento
de mudancas na estrutura da comunidade microbiana em resposta as alteracoes
nos parametros ambientais (NICOLAISEN & RAMSING, 2002).

O estudo da comunidade microbiana por DGGE pode ser realizado com
a utilizacdo de marcadores como o rDNA 16S ou rDNA 18S avaliando toda

comunidade de bactérias e fungos, respectivamente, ou ainda utilizando genes
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de marcadores funcionais como o gene nif H (LIANG et al., 2008; VAN ELSAS &
BOERSMA, 2011).

Essas técnicas moleculares sdo ferramentas de grande importancia para
o estudo da comunidade microbiana. Aléem disso, analises da diversidade
microbiana pode ser usada como um indicador da qualidade do solo, pois os
microrganismos respondem rapidamente as alteracbes ambientais (TIEDJE et
al., 2001). Assim, essas técnicas moleculares podem contribuir para o estudo
das comunidades de bactérias diazotroficas e de FMAs no solo que foi utilizado
para plantagéo de capim Brachiaria brizantha fertirrigado com aguas residuarias

proveniente de esgoto doméstico.

2.6 Fertirrigacao do capim na regiao do Cerrado

A aplicacao da fertirrigacdo com aguas residuarias proveniente do esgoto
doméstico pode ser uma boa alternativa para o plantio de capim Brachiaria
brizantha em solo do Cerrado. Esse processo pode diminuir o uso de agua de
melhor qualidade na irrigacao, a aplicacao de fertilizantes e os desmatamentos
para plantio de pastagens. Silva (2010) mostrou o potencial da irrigacdo com
aguas residuarias domésticas no plantio de capim mombaca em solo de Cerrado.
Segundo ele, o capim fertirrigado com agua residuaria teve produtividade maior
que o controle.

O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, com uma area de
2.045.064 km2 e que ocupa os estados do Brasil Central: Minas Gerais, Goias,
Tocantins, Bahia, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui e o Distrito
Federal, com indices pluviométricos regulares que lhe propiciam sua grande
biodiversidade (ALVARES et al., 2013).

Os solos do Cerrado apresentam caracteristicas quimicas comuns com
elevada acidez, toxidade de aluminio, elevada deficiéncia de nutrientes e uma
alta capacidade de fixacao de fésforo (GUCKER et al., 2009). Sao solos
originalmente acidos, com pH que pode variar de menos de 2,5 a pouco mais de
4. Niveis elevados de ions ferro e manganés associados aos altos niveis de Al3+
contribuem para a elevada toxidez destes solos. O teor de matéria orgéanica é
em geral reduzido, oscilando entre 1 e 4% (ARAUJO et al., 2007).
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As técnicas de manejo e fertilizagdo contornam os principais problemas
dos solos do Cerrado que tem contribuido para a ocupacdo de grandes
extensdes pela agricultura moderna. O relevo plano associado a adequada
distribuicado das chuvas, o que ocorre principalmente nos estados de Goias e
Mato Grosso, permite que culturas altamente exigentes possam ser cultivadas
com as maiores médias produtivas do pais (PEREIRA & VELINI, 2003).

A regido do Cerrado foi marcada por grandes investimentos para
formacao de pastagens plantadas na década de 1970 (EITEN & GOODLAND,
1979; ANDRADE et al., 2005). Neste periodo, iniciou-se um programa de
substituicdo do capim-gordura por gramineas mais produtivas, principalmente
Brachiaria spp (B. decumbens, B. humidicola e B. brizantha). Além disso, a
degradagcao e o abandono destas areas favoreceram o estabelecimento de
plantas invasoras.

Além da baixa fertilidade, os solos do Cerrado se caracterizaram por
possuirem elevados teores de aluminio e manganés trocaveis, baixa capacidade
de reter fertilizantes a base de potassio e deficiéncia de micronutrientes, tais
como B, Cu e Zn (MALAVOLTA & KLIEMANN, 1985). Além disso, os teores de
matéria organica na maioria dos solos dos Cerrados sdo considerados baixos
(ADAMOLI et al., 1985). Assim, os nutrientes presentes nas aguas residuarias

podem ser disponibilizados para o crescimento vegetal nesse tipo de solo.

2. 6.1 Caracteristicas botanicas da Brachiaria brizantha cv Marandu

O Brasil é um dos paises de maior potencial de producdo pecuaria a
pasto, determinada, principalmente, por suas condi¢cdes climaticas e vasta
extensao territorial (SERAFIM & GALBIATTI, 2012).

As pastagens representam a principal forma para a alimentacdo dos
rebanhos, as quais em sua maioria sdo formadas por gramineas. As areas
pastoris representam trés bilhdes de hectares (ha) no mundo, o que representa
praticamente 20% da superficie terrestre (GUERRA FILHO, 2012).

B. brizantha é originario do Zimbabwe, Africa, uma regido vulcanica onde
0s solos apresentam bons niveis de fertilidade natural (BOGDAN, 1977), sendo
o cultivar Marandu, langado na EMBRAPA- CNPGC no ano de 1984. Segundo
Nunes et al. (1985) é um cultivar forrageiro cespitoso, muito robusto, de 1,5a 2,5

metros de altura, com colmos inicias prostrados, mas que produz perfilhos
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predominantemente eretos. Apresentam rizomas curtos e encurvados e com
folhas pouco pilosas na face ventral e sem pilosidade na face dorsal, bainhas
pilosas e inflorescéncias com até 40 cm de comprimento, com quatro a seis
racemos. Além disso, ela apresenta crescimento rapido, com boa competicao
com plantas daninhas, uma vez que proporciona boa cobertura do solo e
produtividade.

No Brasil, o cultivo de B. brizantha cobre 30 milhdes de ha, o que equivale
a cerca de 50% das gramineas cultivadas na regidao do Cerrado (ABRASEM,
2012). De acordo com Costa et. al. (2007), a expansao de areas pastagens
cultivadas com Brachiaria sp no Brasil tem se verificado em proporc¢des jamais
igualadas por outras forrageiras, em qualquer outro pais de clima tropical. Essa
grande expanséo pode ser devida, Brachiaria sp necessitar de temperatura em
torno de 30°C e nao tolerar geadas fortes e ou temperatura inferior a 25° C
(MACEDO, 2005). Assim, esse requerimento de temperatura favorece o plantio
dessa cultura no Cerrado brasileiro que apresenta temperatura anuais
adequadas para tal cultura.

A B. brizantha cv. Marandu é uma cultura perene, cespitosa, com colmos
eretos, possui sistema radicular vigoroso e profundo, apresenta elevada
tolerancia a deficiéncia hidrica, ao frio e sombreamento, baixa resisténcia a
umidade, adapta-se a solos de média a alta fertilidade, absorve os nutrientes em
camadas mais profundas do solo (BARDUCCI et al., 2009).

Desde 1980, B. brizantha cv. Marandu por ser um capim que se adapta a
solos de média fertilidade, tolerante a cigarrinha das pastagens e com bons
indices de produtividade, expandiu-se primeiramente nas areas de cultivo de
Brachiaria decumbens e o inicio desse século tem se estimado que cerca de
50% dos pastos cultivados brasileiros estejam plantadas com essa cultivar,
estabelecendo assim um extenso monocultivo (EMBRAPA, 2007).

Os grandes interesses dos pecuaristas por esta espécie incluem o fato de
a mesma ser uma planta de alta producao de massa seca, ter boa adaptabilidade
aos solos do Cerrado, responder bem a adubacéao fosfatada, ter facilidade para
estabelecimento e persisténcia, apresentar alto valor nutritivo para racao e
poucos problemas de doencgas e mostrar um bom crescimento durante a maior
parte do ano (SOARES FILHO, 1997; VALLE et al., 2000; COSTA et al., 2005).

Além disso, B. brizantha é indicada para pastoreio e feno, consorcia-se bem com
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o Calapogbnio, soja perene e leucena. Ela também apresenta bom potencial
forrageiro com producao média de 50 toneladas de massa verde ha' ano' e de
10 a 12 toneladas de massa seca ha' ano, baixa producao de sementes, teor
de proteina bruta aproximado de 10% na matéria seca. Devido a sua boa
capacidade de rebrota, ela é a forrageira mais cultivada para engorda e reune
boas condicbes para a fase de terminacao dos animais (SOARES FILHO et al.,
2002).

Por possuir sistema radicular vigoroso e profundo, o capim Marandu
apresenta elevada tolerancia a deficiéncia hidrica e absor¢ao de nutrientes em
camadas mais profundas do solo, desenvolvendo-se em condicoes ambientais
em que a maioria das culturas produtoras de gréos e das espécies utilizadas
para cobertura do solo, ndo se desenvolveria (BARDUCCI et al., 2009).

Assim, a utilizacao aguas residuarias para irrigacao de capim Marandu
parece ser uma boa alternativa para produgéo de alimento animal em solos do

Cerrado que apresentam deficiéncia hidrica e nutricional.

2.7 Consideracoes finais

Com uma grande quantidade de solos degradados, a fertirrigagdo com
aguas residuarias pode ser uma alternativa viavel para reuso da agua e
recuperacdo dos solos. Essa recuperacdo se caracteriza pela presenca de
nutrientes no esgoto doméstico que viabilizam o crescimento vegetal.

Essa tese visa a producédo de capim Brachiaria brizantha em solo do
Cerrado utilizando aguas residuarias domésticas, bem como analisar as
alteracdes relacionadas a composicao fisica e quimica e a diversidade
microbiana do solo antes e apds a aplicagdo da agua residuaria e do plantio e
coleta do capim.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Utilizar aguas residuarias para plantio de sementes de Brachiaria
brizantha cv Marandu como alternativa para produg¢do de alimento animal em
solos do Cerrado, bem como estudar os efeitos da fertirrigacdo sobre microbiota

(bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos).

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a diversidade de microrganismos no solo antes e depois da
fertirrigacao do capim;

e Investigar alteragbes na comunidade microbiana (bactérias fixadoras de
nitrogénio e fungos micorrizicos) apés a fertirrigacao;

e Avaliar a produtividade agricola do capim nos diferentes tratamentos
impostos;

e Analisar a composicao quimica-bromatolégica do capim, em funcao das
taxas de esgoto aplicadas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descricao da area experimental

A pesquisa foi conduzida na Area Experimental do Laboratério de
Recursos Hidricos do Centro Universitario Luterano de Palmas
(CEULP/ULBRA), localizado na cidade de Palmas-TO a uma altitude de 230 m,
e coordenadas geograficas, 10012'46” S e 48921°37” W (Figura S1).

O experimento foi realizado no periodo de maio de 2015 a fevereiro de
2016, em uma area experimental de 180 m?, com topografia suave, cultivou a
graminea Brachiaria brizantha cv Marandu, com a utilizagdo do efluente sanitério
do CEULP/ULBRA na fertirrigacao desse capim.

4.2 Preparo do solo e calagem

O solo da area experimental foi classificado como Latossolo Vermelho
Amarelo (EMBRAPA, 1999).

Antes da instalacao do experimento, procedeu-se a limpeza da area com
a retirada de arvores e galhos do local. A cobertura vegetal da area experimental
foi também removida por um arado. Posteriormente procedeu-se a aracao e
gradagem da area experimental. Determinou-se a necessidade de calagem para
o cultivo da forrageira, através da equacao 1. Para esse calculo o método
utilizado foi aquele que se baseia na elevagao da saturagéao de bases (% V).

(V2-V1)
100

X f

Equacgdo 1: NC = CTC

Em que: NC: Necessidade de calcario em toneladas/ha, CTC:
Capacidade de troca de cations a pH 7,0, V2: saturagao por bases
desejada para a cultura a ser implantada, V1: saturacao por bases
atual do solo= S/T x 100, S = soma de bases = meq (K + Ca +
Mg)/100 cm3 e f: fator de corre¢@o:100 x (PRNT)-
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O calcario dolomitico utilizado continha 80% de 6xido de calcio (Ca0),
18% de 6xido de magnésio (MgO), poder neutralizante (PN) do calcario em
relacdo ao carbonato de calcio e o poder real de neutralizagcédo total (PRNT) de
100%.

O valor adotado para Va, foi de 40%. A Embrapa (1999) descreve de 40 a
45% para essa forrageira, sendo assim necessarios 1,73 toneladas de calcario.
ha'.

Devido a sua baixa mobilidade no solo, o calcario apds aplicado foi
incorporado, para aumentar a sua eficiéncia na corre¢ao da acidez das camadas
subsuperficiais do solo.

4.3 Caracterizacao dos sistemas de manejo de adubacao e delineamento

experimental

O experimento foi constituido por cinco sistemas de manejo de adubacao
ou tratamentos (T1 a Ts) com quatro repeticdes (Figura 1, Tabela 2).

L e .
I
I
10°16°30,79°’S 10°16°30.83°S
48°20'(|19_7_9L'3M e m - _ - -48°20°09.32"W
1 :
1 1
1 1
1 TR TR, TR TR, !
' :
1 1
1 1
i B, B, |
1
g TR TR, TiRs TR, i
8 ! I
| ! 1
i ! 1
I ! 1
i : :
i 1 TR, T.R, TiRs TR, |
' :
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
i TRy TR, T3Ry TRy ||
H B; By !
| .
I ! 1
1 1
1 1
1 1
1 1
| TR TR TiR; TRy, |!
| Il f
I 1 1
. 4 SN | S S | S — I 1:150
10°16°31,31"’S 10°16°31.35”°S
48°20°09,78"W 48°20°09.36”W

Figura 1: Esquema da distribuicdo e casualizagdo dos sistemas de manejo (T+
a Ts e repeticoes (R1 a R4) em funcao da area de plantio do capim Brachiaria
brizantha cv. Marandu e os pontos de coletas de amostras (B1 a Ba).
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Os sistemas de manejo de adubacgdo foram distribuidos de forma
casualizada na area experimental (Figura 1). Nessa Figura, também sao
apresentados os pontos de coletas de amostra do solo (B1a Bs) para as analises
fisico, quimica e o estudo da diversidade microbiana que serdo discutidos

posteriormente.

Tabela 2: Descricao dos sistemas de manejo de adubagdo ou tratamentos
experimentais que foram utilizados no cultivo de Brachiaria brizantha cv Marandu

fertirrigado com agua residuaria domeéstica.

. ) Proporcao de adubo (%)
Sistemas de manejo de

NPK comercial NPK proveniencte da agua

adubacéao
residuéria
T+ 0 0
T2 100 0
T3 80 20
Ts 60 40
Ts 40 60

A composicdo de cada manejo foi baseada na adicdo de diferentes
proporcoes de adubo NPK comercial e NPK contido na agua residuaria, além de
um controle sem adigao de fertilizantes (Tabela 2).

Todos os manejos receberam calagem e o volume de agua aplicado em
cada um foi calculado, baseando-se no balango hidrico de Palmas-TO (Tabela
3) e no teor de nitrogénio total, fésforo e potassio da agua residuaria (Tabela 2).
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Tabela 3: Balango Hidrico Climatolégico para Palmas - TO, durante o periodo
de 2001 a 2009, pelo método de Thornthwaite & Mather (1955).

P | ETP P-ETP| NAc |ARM | ALT | ETR | DEF | EXC

Meses
C Mm

Jan 26,9 2487 1348 1139 00 516 0,0 1348 00 1139
Fev 26,5 2023 1193 83,0 00 51,6 00 1193 0,0 83,0
Mar 26,3 2269 1320 94,9 00 51,6 00 1320 00 949
Abr 26,9 1554 1424 13,0 00 516 00 1424 00 13,0
Mai 26,8 91,6 1480  -564 -564 17,3 343 1259 221 0,0
Jun 26,1 49 1319 -1270 -1834 15  -158 20,7 111,20,
Ju 258 03 1306  -130,3 -313,7 0,1 1,4 1,7 1289 0,0
Ago 27,1 20 1559  -153,9 -467,6 0,0 -0,1 2,1 153,8 0,0
Set 283 46,1 1753  -1292 -596,8 0,0 0,0 46,1 1292 0,0
Out 27,7 1346 1616 270 -6238 0,0 0,0 1346 270 0,0
Nov 27,2 1977 1426 55,1 00 51,6 51,6 1426 00 00
Dez 26,5 2032 1321 71,1 00 516 00 132,1 00 71,1
Ano 26,8 1513,7 1706,5 1134,3 572,2 3759

T: temperatura, P: precipitacdo, ETP: evapotranspiracdo, NAC: negativo
acumulado, ARM: armazenamento de agua no solo, ALT : alteragdo da umidade
do solo, ETR: evapotranspiracao real, DEF: deficiéncia hidrica (mm) e EXC:
excedente hidrico (mm).

4.4 Plantio e manejo do capim

A escolha do capim B. brizantha ocorreu em razdo da sua resisténcia a
periodos longos de seca em até oito meses no inverno, assim como ser uma
planta recomendada para Cerrados de média a alta fertilidade, em face de sua
alta producéao de forragem, boa capacidade de rebrota e tolerancia ao ataque de
cigarrinhas (SOARES FILHO et al., 2002).

As sementes do capim foram obtidas no comércio de Palmas-TO,
apresentando um teor de pureza de 60,3% e taxa de germinacao de 80%, o que
resulta num valor cultural de 48,24%. Assim, foi utilizado 1,75 kg de sementes
conforme recomendacao da Embrapa (1984) que de 1,5 a 2 kg de sementes
viaveis por ha. Para isso uma determinada massa de sementes do capim foi
aferida em uma balanca analitica e determinado o numero de sementes viaveis.

O plantio ocorreu em 24 de junho de 2015, com as sementes aplicadas a

lanco e utilizagado de um rastelo para posterior enterrio das mesmas no solo.
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Em um solo arado, e gradeado delimitou-se 20 parcelas de 9 m2 (3 m x 3
m), conforme a Figura 2, plantou-se o capim e os tratamentos aplicados em cada
parcela experimental, a partir de sorteio. Para melhor estabelecimento da cultura
procedeu-se a semeadura em caixas de papelao, sendo feito o transplante para
o local onde foram detectadas as falhas de germinacdo das sementes.

0,43 1111

3.00 m

Figura 2: llustracdo em perspectiva da parcela experimental para o plantio de
graminea Brachiaria brizantha cv Marandu, com a utilizacao da agua residuaria

doméstica.

A dimensao vertical das parcelas foi de 1,00 m (Figura 2); pois, a adocao
desse valor se deve ao fato de que as coletas de solos foram realizadas até esta
profundidade. E para efeito do dimensionamento da lamina total de agua
disponivel para a cultura levou-se em consideracao a profundidade efetiva das
raizes da mesma, que é de 43 cm (Figura 2).

Na adubacao de plantio, os teores de fosforo (P) e potassio (K), foram
aplicados de acordo com a recomendacao da cultura e com os niveis desses
nutrientes no solo, segundo Alcantara e Bufarah (1999). Como fonte de fésforo
foram aplicados 627,66 kg de superfosfato simples ha' e 0 119,37 kg. ha' de
cloreto de potassio para disponibilizar o potassio para a forrageira. A ureia foi
colocada como fonte de nitrogénio numa dosagem de 150 kg de N.ha''(LOPES
et al., 2013).

Nas Tabelas 4 e 5 a seguir sdo apresentadas as demandas de insumos
em cada parcela em seus respectivos sistemas de manejo de adubacao para

cada fertirrigacédo e durante todo o experimento.
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Tabela 4: Demanda de insumos por sistema de manejo de adubacao em cada
parcela e na area total durante o ciclo da cultura.

Sistemas de , .
manejo de Composicao Quantidade Unidade Quantidade Unidade
adubacao por parcela total
T4 Calcario 1,555 g 6,221 kg
Calcario 1,555 6,221
Supersimples 565 2,260
T2 .. g kg
Cloreto de Potassio 107 0,428
Ureia 289 1,156
Calcario 1,555 6,221
Supersimples 530 2,122 K
T3 Cloreto de Potassio 93 9 0,374 g
Ureia 231 0,925
Agua residuaria 362 L 1.448,0 L
Calcario 1,555 6,221
Supersimples 496 1,984 K
T4 Cloreto de Potassio 80 9 0,319 g
Ureia 173 0,694
Agua residuaria 724 L 2.896,0 L
Calcario 1,555 6,221
Supersimples 461 1,845 K
Ts Cloreto de Potassio 66 g 0,265 g
Ureia 116 0,462
Agua residuaria 1.086 L 4.344,0 L

Tabela 5: Demanda de insumos na area total, e por evento de aplicacédo, durante
o ciclo da cultura.

Insumos Quantidade Total |Unidade | Aplicacbes Quant_ldadfa POT | Unidade
aplicacao

Calcario 31,104 1 31,104

Supersimples 8,211 30 0,274

Cloreto de 1,386 kg 30 0,046 kg
Potassio

Ureia 3,237 30 0,108

Agua residuaria 8.688,0 L 30 289,6 L
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4.5 Manejo da irrigacao
4.5.1 Estimativa da capacidade total de agua no solo

A estimativa da capacidade total de agua no solo é uma variavel
relacionada a profundidade efetiva das raizes (Z), sendo essa correspondente a
80% do volume total de raizes com pelos absorventes. Klar (1991) indicou que
com relacdo a esta variavel nas pastagens podem variar de 30 a 100 cm. Cunha
et al (2010) trabalhando com B. brizantha cv. Marandu mensurou para esta
variavel um valor de 43,1357 cm; e dos teores de agua retidos no solo entre as
pressoes de 1/5 a 15 atm em solo de textura média.

Bernardo et al. (2008) admite que o fator de disponibilidade d’agua no solo
(f) para as plantas forrageiras varia de 0,3 a 0,7; e 0 mesmo ainda cita que é
comum a adocédo de 0,5 para este fator em projetos de irrigagdo para culturas
forrageiras. Assim esse valor foi adotado para efeito de estimacao da capacidade
real d’agua do solo (CRA) que é dado pela equacgao 2.

Equacdo 2: CRA =CTA X f

Em que: CRA: Capacidade real d’agua do solo (mm de agua/cm de
solo), CTA: Capacidade total de 4gua no solo (mm de agua/cm de
solo) e f: Coeficiente de disponibilidade, (0 < f < 1)).

O valor estimado da CTA foi de 51,6 mm e valor de f adotado foi de 0,5;

logo, o valor da CRA a ser utilizado neste projeto sera de 25,8 mm.

4.5.2 Manejo do sistema de irrigacao da cultura

Segundo a classificacao internacional de Képpen, o clima da regiao é do
tipo C2wA’a’ - Clima umido subumido com pequena deficiéncia hidrica, no
inverno, evapotranspiragao potencial média anual de 1.500 mm, distribuindo-se
no verdo em torno de 420 mm ao longo dos trés meses consecutivos com
temperatura mais elevada, apresentando temperatura e precipitacdo média
anual de 27,5° C e 1600 mm respectivamente, e umidade relativa média de 80
% (INMET, 2013).

Para o manejo racional d’agua a ser disponibilizado a cultura durante o

experimento; desenvolveu-se o balanco hidrico climatolégico normal para a
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cultura forrageira B. brizantha, cv Marandu em Palmas-TO, conforme mostrado
na Tabela 3.

A capacidade de agua disponivel (CAD) foi de 51,6 mm e a disponibilidade
total de agua do solo (DTA) foi estimada a partir do pardmetro morfolégico do
solo; conforme a faixa de valores descritas por Bernardo et al. (2008), em que
para solos de textura média podera variar de 0,8 a 1,6 mm/cm do solo.

Para estimar a lamina total d’agua a ser aplicada para elevar o solo a
capacidade de campo (CC), adotou-se o valor de 1,2 mm/cm do solo para a DTA;
deste modo, a capacidade total d’agua no solo (CTA) que é obtida pela equagao
3.

Equacao 3: CTA = DTA X Z

Em que: CTA: capacidade total d’agua no solo (mm de agua/cm de
solo), DTA: disponibilidade total de agua do solo (mm de agua/cm
de solo) e Z - profundidade efetiva do sistema radicular (cm).

Como a cultura forrageira utilizada neste experimento foi o B. brizantha
cv. Marandu foi assumida a profundidade efetiva das raizes como sendo de,
aproximadamente, 43 cm, deste modo o valor da CTA adotado foi de 51,6 mm.

A aplicagdo da agua residudria iniciou-se no dia 12 de agosto de 2015,
quando o capim apresentava cerca de 20 cm. Até o final do periodo experimental
foram realizadas 30 fertirrigacoes, sendo que as mesmas ocorriam no periodo
matutino e ou vespertino.

O esgoto coletado proveniente do CEULP/ULBRA é produzido por cerca
de 6000 discentes, docentes e visitantes. Para a conducdo dessa agua
residuaria foi necessaria uma bomba de 2 cv, utilizada no recalque do efluente,
250 metros de mangueira de 50 mm de didmetro e dois reservatorios de 1000
litros e outro de 500 litros, onde ficava armazenada a agua residuéria e a agua
que era succionada do pog¢o artesiano.

A aplicagao da agua residuaria foi feita através de um regador de 10 litros,
sobre as folhas simulando uma microaspersao.

Os fertilizantes utilizados como fontes de N, P e K foram moidos e diluidos

na agua proveniente do pogo artesiano ou mesmo no esgoto para a sua
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aplicacao, por ser uma maneira pratica em virtude da pequena quantidade

aplicada.

4.6 Amostragem e caracterizacao do efluente (agua residuaria)

Trés diferentes amostras de 0,5 L do efluente gerado no CEULP/ULBRA
foram coletadas, devidamente acondicionadas em garrafas plasticas e
encaminhadas aos Laboratérios do Instituto Federal do Tocantins (IFTO) e ao
Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigcosa para as analises
fisicas, quimicas e microbiolégicas. Essas analises foram realizadas de acordo
com recomendaces descritas no Standard Methods (APHA, 2005).

A condutividade elétrica e o pH foram determinados, respectivamente,
pelos métodos instrumental e potenciométrico. O método iodométrico e o
oxidimétrico foram utilizados, respectivamente, nas andlises da demanda
biogquimica de oxigénio (DBO) e a demanda quimica de oxigénio (DQOQO). Os
sélidos totais foram determinados em balanga analitica, o nitrogénio pelo método
Kjedahl e os minerais por espectrofotometria.

As contagens de coliformes totais e fecais foram determinadas pelo

método do numero mais provavel (NMP).

4.7 Amostragem, classificacao e caracterizacao das amostras do solo

A coleta de amostras do solo ocorreu em dois periodos distintos. A
primeira coleta foi realizada em abril de 2015, antes do plantio do capim e
aplicacao da agua residuaria, em quatro pontos distintos (B1 a Bs4) da area
experimental e em quatro profundidades (0-10 cm, 10-20 cm, 20-30 cm e 90-100
cm) para cada ponto (Figura 1). Essas amostras foram identificadas como B1P+
a B1P4, B2P1 a B2P4, B3P+ a B3P4 e B4P1 a B4P4em relagéo ao local de coleta e
as profundidades. Por exemplo, B1P+ indica que a coleta ocorreu no ponto B¢ de
coleta e na profundidade de 0-10 cm. Apds a casualizacdo do experimento, 0
ponto de coleta B+ ficou localizado dentro da parcela do sistema de manejo de
adubacao T4 que recebeu 40% de agua residuaria (Tabela 2); o B2 ficou no
tratamento Ts com 20% de agua residuaria e os pontos Bz e B4 ficaram nos
sistemas de manejo de adubacéo (T1 e Tz, respectivamente) que n&o receberam

agua residuaria (Figura 1, Tabela 2).
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A segunda coleta foi realizada no final do experimento no més de fevereiro
de 2016. Foram coletadas doze amostras para cada sistema de manejo de
adubacao (T1 a Ts), com quatro repeticoes e em trés profundidades (0-10 cm,
10-20 cm e 20-30 cm).

Ambas as coletas foram realizadas com o auxilio de um trado holandés e
segundo a metodologia descrita por Raij (2001).

Vinte gramas de solo foram colocados em sacos plasticos escuros e
adicionados em caixa de isopor contendo gelo seco. Uma parte dessas amostras
foi encaminhada ao Laboratério Zoofértil em Palmas-TO.

A outra parte das amostras foi encaminhada ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa-MG, para estudo da contagem

de células viaveis e da diversidade microbiana por DGGE.

4.7.1 Contagem de microrganismos viaveis
Dez gramas de solo foram adicionados em erlenmeyer contendo 90 mL

de solucéao salina (cloreto de so6dio, 0,85 % m/v), conforme descrito por Sabino
(2007). Esses frascos foram agitados por uma hora, a 200 rpm. Em seguida esse
material foi filtrado em papel filtro. A suspenséo obtida foi armazenada a 4 °C.
Uma série de diluicbes (de 101 a 107) a partir de 1 mL da suspensao foi
realizado. Cem pL de cada diluicdo foram adicionados sobre meio de cultura
sélido especifico para cada microrganismo e espalhado com auxilio da alca de
Drigalski. Esse procedimento foi realizado em ftriplicatas e as placas foram
incubadas a 25 °C.

Para a quantificagdo de bactérias totais foi utilizado em meio de cultura
agar nutriente (para 1 L: 15 g de agar, 1,5 g de extrato de carne, 5 g de cloreto
de sbdio e 5 g de peptona), de acordo com descrito por Sabino (2007). Apds a
esterilizacdo a 121 °C por 20 min foi adicionado 0,3 mL de nistatina e o pH foi
corrigido para 7,0. As placas foram incubadas por 3 dias.

As colbnias de actinomicetos foram contadas em meio seletivo, contendo
glicerol (para 1 L: 15 g de agar, 0,3 g de caseina hidrolisada, 10 g de glicerol, 2
g nitrato de potéassio, 2 g de cloreto de sddio, 2 g de fosfato dibasico de potassio,
0,05 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,02 g de carbonato de caélcio,
0,01 g de sulfato ferroso heptahidratado) (RODRIGUES, 2007). As placas foram
incubadas por 7 dias.
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O meio Martin (para 1 L: 15 g de agar, 1 g de fosfato dibasico de potassio,
1 g de sulfato de magnésio, 5 g de peptona e 10 g de glicose) contendo rosa-
bengala (0,1 % m/v) foi utilizada para contagem de fungos filamentosos
(MARTIN, 1950). Nesse meio foi adicionado ainda 1 mL de estreptomicina (0,03
0/100 mL) e o pH foi ajustado para 5,8. As placas foram incubadas por 7 dias.

Os resultados das contagens microbianas foram expressos em logaritmo

da unidade formadoras de colénia (UFC) por grama de solo.

4.7.2 Analise da diversidade microbiana através do perfil de DGGE
A diversidade de bactérias fixadoras de nitrogénio (BFN) e fungos

micorrizicos arbusculares (FMAs) foram analisadas pela técnica de DGGE.
Esses grupos microbianos foram selecionados para essa andlise devido a
grande diversidade de espécies e suas importancias para a fertilidade de solo.
Assim fica mais facil observar possiveis mudancas nessas comunidades
microbianas em funcao da adicao de agua residuaria no solo.

Os genes nifH e 0 18S rDNA foram inicialmente amplificados pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir do DNA total para analise de
BFN e dos FMAs, respectivamente.

O DNA total das amostras do solo foi extraido utilizando o Kit-MO BIO
(Ultraclean TM soil DNA isolation), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
Para isso, 0,5 g de solo foram adicionados em tubos plasticos (tipo Eppendorff)
contendo granulos de polipropileno (Bead solution tubes).

Ap0s vaérias etapas de adicdo de solucdes e centrifugacdes, conforme o
protocolo do fabricante, a suspensédo contendo o DNA total foi armazenada a
uma temperatura de - 20 °C.

O programa Bionumerics (Versao 5.1) foi utilizado para normalizagéo,
conversdao e comparacao das imagens em matrizes de presenca/auséncia e

intensidade de bandas, nos perfis de DGGE.
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4.7.2.1 Perfil de DGGE da comunidade de bactéria fixadora de nitrogénio

Para a amplificacdo do gene nif H foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores (primers) 19F (5 GCIWTYTAYGGIAARGGIGG 3°) e 407R
(5"AAICCRCCRCAIACIACRTC 37) (Ueda et al., 1995), o que resultou em um
fragmento de 390 pares de base (pb), seguindo do Nested PCR com os primers
19F-GC (com adicdo do grampo GC) e do primer 278R
(5°GCGCAGCCIACICCIGGYTC 3°) (DIREITO & TEIXEIRA, 2002), que produziu
um fragmento de 260 pb. A reacao do PCR foi realizada num volume total de 50
UL, contendo por reacédo 1 uL (20,0 ng) de DNA total, 0,2 uM de cada primers
(19F e 407R ou 19f-C e 278R), 200 uM de desoxidonucleotideos trifosfatados
(dNTP), 2 mM de cloreto de magnésio (MgClz), 0,5 mg mL' de soro bovino
albumina e 1,25 U GO Taq DNA polymerase (Invitrogen, Life Technologies) em
20 mM Tris—HCI, pH 8,4, e 50 mM de cloreto de potassio (KCI).

O programa utilizado no termociclador (Eppendorf) foi semelhante aquele
descrito por Direito e Teixeira (2002), que consiste no niumero de ciclos e
temperaturas de desnaturagao, anelamento e extenséo dos primers.

Os controles negativos consistiram de 1 uL de agua ultrapura (MilliQ), em
substituicdo a amostra de DNA, para checar a presenca de possiveis
contaminantes.

O produto do Nested-PCR foi analisado por DGGE (Modelo DCode™
Systems - BIO-RAD Califérnia). Uma amostra de 20 uL do produto do Nested
PCR foi aplicado em gel de poliacrilamida 8 % (m/v) em tampao TAE 1 X. Este
gel foi preparado com gradiente desnaturante variando de 45 a 70 % (onde 100
% de desnaturagdo, significa a concentracdo de 7M de ureia e 40 % de
formamida). O gel foi submetido a eletroforese vertical por 12 h a 60 V a
temperatura de 60 °C, e posteriormente corado por 40 min com SYBR Gold (1x)
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands) e fotografado sobre luz ultravioleta
no fotodocumentador Molecular Imaging (Loccus biotecnologic L-Pix Chemi).

Utilizou-se como marcadores externos, o DNA extraido de culturas puras
de bactérias diazotréficas: Pseudomonas fluorescens (ATCC 14),
Bradyrhizobium  elkanii  (BR96), Bradyrhizobium japonicum (BR111),
Rhizobiumtropici, Burkholderia cepacia, Burkholderia brasiliensis (BR11340),

Burkholderia sabiae (BR3405), Paenibacillus validus, Stenotrophomonas
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maltrophila, Bacillus cereus (ATCC 3) e Acinetobacter calcoaceticus (DA LUZ et
al. 2014).

4.7.2.2 Perfil de DGGE da comunidade de fungos micorrizicos

arbusculares

As amplificagbes do PCR foram conduzidas em um termociclador
(Mastercycler ep gradient, Eppendorf), utilizando-se as seguintes etapas: um
primeiro ciclo de 1 min a 94 °C, 1 min a 66 °C e 1 min e 30s a 72 °C, seguido de
mais 30 ciclos de 30s a 94 °C, 1 mina 66 °C e 1 min e 30s a 72 °C e para finalizar
com a extensao final de 10 min a 72 °C. Para a confirmacao da presenca do
produto amplificado, 5uL dos produtos das reagcées de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (0,8% m/v), corado com brometo de etidio,
visualizado e fotografados sobre luz ultravioleta no fotodocumentador Molecular
Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).

A mistura do PCR foi constituida de 20,0 ng de DNA total, 0,2 uM de cada
oligonucleotideo, 200 uM de dNTP, 2 mM de MgClz, 0,5 mg ml-' de BSA e 1,25
U GO Tag DNA polimerase (Promega, Madison, USA) em um volume de reacao
de 50 pL. Os controles negativos consistiram de 1 pL de agua MilliQ, em
substituicdo a amostra de DNA.

Os primers utilizados para amplificacao dos fragmentos correspondentes
ao 18S rDNA na primeira reacdo de PCR foram: AM1(5-
GTTTCCCGTAAGGCGCCGAA-3’) (HELGASON et al.,1998), em combinagao
com o] primer universal para eucariotos NS31 (5-
TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3’) (SIMON et al.,1992).

Essa amplificacdo resultou em fragmentos de DNA de aproximadamente
580 pb. Com a finalidade de se obter um fragmento de DNA menor para
realizacdo do DGGE e melhor observacao das bandas no gel, foi realizada uma
segunda rodada de reacdes de PCR (Nested PCR) onde foram utilizados os
primers NS31-GC (com grampo GC) (KOWALCHUK et al., 2002) e Glo1 (5-
GCCTGCTTTAAACACTCTA) (CORNEJO et al.,, 2004), empregando-se a
mesma reacdo de mistura anterior. Para a confirmacdo da presenca dos
produtos, 5 puL da reacdo de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de

agarose (1,5% m/v). Esse gel foi corado com brometo de etidio, visualizados e
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fotografados sobre luz ultravioleta no fotodocumentador Molecular Imaging
(Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).

Os fragmentos de DNA obtidos pela técnica de Nested-PCR foram
analisados por DGGE (Modelo DCode™Systems - BIO-RAD Califérnia). Uma
amostra de 20 uL do produto do Nested PCR de 150 a 200 ng de DNA, foi
aplicado em gel de poliacrilamida 8% (m/v) em tampao TAE 1 X. Este gel foi
preparado com gradiente desnaturante variando de 35 a 50%. O gel foi
submetido a eletroforese vertical por 20 h a 60 V a temperatura de 60 °C,
posteriormente corado por 40 min com SYBR Gold (1x) (Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands) e fotografado sobre luz ultravioleta no
fotodocumentador Molecular Imaging (Loccus Biotecnologic L-Pix Chemi).
Nessas analises foram utilizados como marcadores externos o DNA extraido de
culturas puras de Glomus clarum, Acaulospora koskei (SCT406A), Acaulospora
tuberculata (SCT250B), Gigaspora albida (PRN201A), Gigaspora decipiens
(SCT304A) e Scutellospora heterogama (PNB102A) obtidas da Colecao
Internacional de Culturas de Glomeromycota da Universidade Regional de
Blumenau, Blumenau, SC.

4.7.3 Amostragem e caracterizacao das amostras da planta
A avaliagdo da composicdo quimico-bromatoldégica de uma planta

forrageira fertirrigada com agua residuaria € fundamental para avaliar 0 seu
desempenho agronémico e a sua capacidade de absorcao de nutrientes do solo.

Os cortes foram realizados nos dias 13 de novembro de 2015, 04 de
janeiro de 2016 e 23 de fevereiro de 2016.

O primeiro corte ocorreu ap6s 140 dias da semeadura das sementes do
capim. Embora, a forrageira tenha sido irrigada, o plantio ocorreu em um periodo
de seca na regido, sendo necessarios cerca de trinta dias para a germinacao das
sementes. O segundo corte ocorreu 50 dias apds o primeiro e o terceiro 50 dias
apds o segundo. Os cortes foram realizados a uma altura de mais ou menos 10
cm do solo.

ApGs a realizacédo do corte com o auxilio de uma tesoura de poda, pesou
-se a massa verde produzida em cada uma das parcelas nos diferentes sistemas

de manejo de adubacao.



50

Para minimizar o efeito bordadura utilizou-se de uma quadricula de
madeira de 40 x 40 cm, para que dessa subparcela fosse determinada os teores
de massa seca. As amostras dessas subparcelas foram pesadas em uma
balanca analitica para a determinacéo da massa seca em estufa (Figura S1).

Apés a obtencao da massa verde, as amostras foram colocadas em estufa
a 65 °C, com ventilagdo forcada por um periodo de 72 horas para a perda de
umidade. Apds resfriamento a temperatura ambiente (25 + 5 °C) essas amostras
foram novamente pesadas até o peso constante, com isso determinou-se a
matéria seca ao ar (MAS).

As amostras pré-secas foram submetidas a moagem em um moinho tipo
Willey (Figura S1), para as analises quimicas foliares, quantificagdo das
concentracdes dos nutrientes: N, P, K, Ca, Mg, S, Zn, Cu, Fe, Mn, Na, Co, Mo e
B e determinacdo do extrato etéreo, fibra detergente acida (FDA) e fibra
detergente neutra (FDN).

Para a determinacdo de teores de minerais e nitrogénio as amostras
vegetais foram submetidas inicialmente a uma digestao nitricoperclérico
(TEDESCO et al., 1985). Para isso, em 1 g de amostra foi adicionado 5 mL de
uma solucdo de &acido nitrico e acido perclérico (3:1 v:v). Essa mistura foi
incubada a 200 °C por duas horas.

A quantificacao de N foi realizada pelo método Kjeldahl e a quantificacao
de P, K e Na foram feitas por espectrofotometria e fotometria de emisséo de
chama. A concentragdo dos demais minerais foi determinada em
espectrofotometria por emissao de plasma, de acordo com as técnicas descritas
pela Embrapa (1999).

Para a determinagdo do teor de matéria seca em estufa (MSE), as
amostras pré-secadas (MAS) foram colocadas numa estufa sob uma
temperatura de 105 °C, até a estabilizacdo de seu peso.

O teor de cinzas foi determinado em mufla a 550°C utilizando o MSE.

Todas as analises, descritas previamente, foram realizadas segundo os
métodos oficiais reconhecidos pelo Ministério da Agricultura e seguido a
metodologia da Association of Official Analytical Chemists (1990).



51

4.8 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com 5 sistemas de manejo de adubacao e 4 repeticoes, conforme
mostrado nas Tabelas 2, 4 e 5.

As analises estatisticas das amostras do solo e do capim foram realizadas
separadamente, sendo utilizado o DIC para as primeiras e o DIC em um
esquema fatorial 5 x 3 para as amostras do capim. O fatorial correspondeu a
cinco diferentes doses de agua residudria aplicadas (Tabela 2) e trés cortes.

As quantificagbes de microrganismos viaveis foram comparadas
utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey, ambos a
5 % de significancia. Para produtividade da massa seca foi realizada também
ANOVA seguida de uma analise de regressao ao nivel de 5%.

Essas analises foram realizadas utilizando a versdao experimental e
gratuita do software Minitab 17 (2016) disponibilizado no portal eletrénico
http://www.onthehub.com/minitab/. Os procedimentos dessas andlises utilizando
esse software foram adicionados nos anexos dessa tese.

As analises de agrupamentos e de componente principal das amostras de
solo e da planta foram realizadas no software Sigma Plot (versdao 13
demonstracao, 2016).

Os perfis de DGGE obtidos foram analisados e comparados no programa
Bionumerics (Verséo 5.1), onde foram alinhados de acordo com os marcadores
externos. Foram identificadas as bandas e as areas de cada uma delas foram
quantificadas em relacao a area total da amostra, permitindo assim normalizacao
e comparacOes delas. Assim, foram construidos os dendogramas utilizando o
indice de similaridade de Jaccard pelo método hierarquico aglomerativo
(UPGMA) que corresponde a distancia média ponderada das bandas presentes
no DGGE. Foram consideradas bandas similares aquelas com nivel de
probabilidade de 0,5% pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.1 Caracterizacao do efluente (agua residuaria)
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A composicao quimica da agua residuaria foi bastante diversificada com

maiores teores de nitrogénio, potassio e fosforo (Tabela 6). Os teores desses

nutrientes mostram o potencial de utilizacdo dessa agua na fertirrigacao.

Entretanto, 0 manejo da aplicacdo da agua residuaria sobre o solo é importante,

pois 0 maior teor de nitrogénio se encontra na forma de aménia que apresenta

alta taxa de evaporacéao (Tabela 6).

Tabela 6: Propriedade fisica, quimica e contagem de coliformes da agua

residuaria utilizada para o plantio de capim Brachiaria brizantha cv Marandu.

Propriedades | Quantidade | Unidade
Condutividade elétrica 634 uS cm-
pH 8,10 -
Demanda bioquimica de oxigénio (DBO) 86,80

Demanda quimica de oxigénio (DQO) 213,30

Solido totais 298,00

Nitrogénio total 74,58

Nitrogénio orgéanico 29,62

Nitrito 1,23

Nitrato 3,42

Amobnia 40,31

Cloro 4,56

Cadmio 7,43 A
Cobre 0,43 mg L
Ferro 3,45

Aluminio 0,54

Manganés 0,03

Magnésio 0,02

Enxofre 0,92

Calcio 0,22

Fésforo 7,43

Sédio 5,83

Potassio 18,60

Coliformes fecais 1,85 x 107

Coliformes totais 2,50 x 106 NMP/100 mL

Os teores de nitrogénio total, fésforo e potassio (Tabela 6) foram utilizados

para determinar a proporcao de agua residuaria em relacdo ao adubo comercial

a ser aplicada nos diferentes manejos (Tabelas 2, 4 e 5).
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Segundo Kong et al., (2015) a composicdo do esgoto pode variar em
funcéo do local de coleta, clima e situacao econémica e social da populagcédo. O
teor de fésforo descrito para esgoto bruto segundo Metcalf e Eddy (2003) é de 4
a 12 mg. L''. Os mesmos autores relatam os niveis de 20 a 70 mg L, de
nitrogénio total, logo a agua residuaria analisada neste estudo apresentou teores
desse elemento um pouco acima (Tabela 6). Quanto ao teor de K, Pescod (1992)
descreve uma concentracao de 30 mg L' a qual € maior que a obtida na agua
residuaria do CEULP/ULBRA (Tabela 6).

Os valores da demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e da demanda
quimica de oxigénio (DQO) estdo abaixo dos valores descritos por Metcalf e
Eddy (2003) e Araujo et al. (2010) que sao de 110 e 250 mg L', para esgoto
bruto de baixa concentracao, atingindo 350 e 800 mg L. Entretanto, a razao
DBO/DQO encontrada no efluente utilizado nesse estudo é semelhante aquela
obtida para esgoto doméstico (SIMOES et al., 2013).

O teor de sddio encontrado estd abaixo daquele descrito por Von Sperling
(2006), que € de 40 mg L-'. Assim, a possibilidade de salinizacao e ou sodificagao
do solo e do lencol freatico (FONSECA et al., 2001, GLOAGUEN et al., 2010)
sdo minimas na utilizagdo desse efluente doméstico do CEULP/ULBRA no
plantio do capim Marandu.

A condutividade elétrica (CE) é a capacidade da agua de conduzir
corrente elétrica, sendo variavel de acordo com 0s ions presentes em solucao
(SILVA, 2004).

Segundo Bernardo et al. (2008), a classificacdo das aguas quanto ao risco
de salinizagao do solo é dividida em baixo nivel - C1 (CE < 0,25 uS. cm), médio
nivel - C2 (CE de 250 a 750 uS.cm1), alto-nivel - C3 (CE de 750 a 2250 uS.cm-
) e muito alto nivel -C4 (CE maior que 2250 uS.cm-), sendo assim a agua
residudria utilizada se enquadra na classe C2, de média salinidade. Além disso,
o aluminio (Tabela 6) também apresentou baixas concentracées reduzindo
assim a possibilidade de contaminacéo do solo com esse mineral.

O pH da agua residuéaria foi basico (Tabela 6) o que contribui juntamente
com a calagem para a correcao do pH do solo e manté-lo favoravel a germinacao
da semente e crescimento da plantula.

A agua residuaria apresentou contagens de coliformes totais e fecais
(Tabela 6). Esses valores encontrados s&o menores que aqueles mostrados por
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Araujo et al. (2010) e Filho e Silva (2008) e semelhantes aos obtidos em esgoto
doméstico oriundo de um tanque séptico (FONSECA, 2007). A possibilidade de
contaminacdo do solo e da planta por esses patégenos serdo discutidas
posteriormente durante os resultados das analises do solo apds os cortes do

capim.

5.2 Caracterizacao fisica e quimica das amostras do solo antes da
fertirrigacao

De acordo com os dados observados dos pontos amostrados na area
experimental, as fragcdes granulométricas, argila, limo e areia, ndo apresentaram
diferencas significativas (p < 0,05) ao longo da area e em profundidade; mas
apresentaram diferencas significativas entre si (Tabela 7). Os valores médios
mensurados para as fracdes argila, limo e areia, classifica o solo dessa area
experimental como franco argilo arenoso, com textura média, de acordo com a
Embrapa (1999).

Com excecao do indice de saturacao de bases, pH e areia todas as outras
variaveis fisico-quimicas analisadas nas amostras do solo reduziram teores em
funcao da profundidade (Tabela 7). Na superficie o pH foi mais acido que nas
profundidades acima de 20 cm. Isso pode ser devido os maiores teores de
matéria organica e minerais na profundidade de 0-10 cm. Além disso, existe uma
correlacao linear positiva (r° = 0,8795) entre a saturacao de base e o pH em
funcédo da profundidade. Segundo Ronquim (2010), o pH do solo do Cerrado
medido em cloreto de calcio apresenta caracteristica levemente acida e pode
variar em funcao do local, tempo e profundidade da coleta das amostras. Os
solos de seis lavouras no sistema plantio direto também apresentaram pH mais
acido na superficie quando comparado com a profundidade de 20 cm
(NICOLQODI et al., 2008).

Na superficie, profundidade de 0-10 cm, os pontos de coletas
apresentaram diferentes distribuicbes das propriedades fisico-quimicas, com
poucas sobreposicdes (Figura 3). Isso demonstra a caracteristica heterogénea
do solo. A distribuicao desigual de nutrientes no solo tem sido relatada em varios
estudos (PAVINATO % ROSOLEM, 2008, NICOLODI et al., 2008, RONQUIM,
2010).
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Tabela 7: Propriedades fisicas e quimicas das amostras do solo antes do plantio de capim Brachiaria brizantha cv Marandu.

Pontos de coleta*
B | B. | Bs | B4

Variaveis Profundidade

P, P, Ps Pa P P, Ps P. Pi Pa Ps, P. Py P, Ps P,
pH (CaCly) 42 43 43 51| 45 45 46 51| 44 45 45 51| 42 42 42 51
Argila 44 42 40 37| 37 40 32 37| 30 37 40 28| 32 30 37 37
Areia % 45 48 52 55| 55 52 60 55| 63 55 52 65| 60 63 55 55
Limo 11 10 8 8 8 8 8 8 7 8 8 7 8 7 8 8
Ca 1 1 o7 o06] 11 08 0,7 07| 07 09 06 08 09 08 08 06
Mg o 08 07 05 04 08 05 04 04 06 07 04 06| 06 06 06 04
Al £ 09 06 04 01| 02 0 0 o/ 03 03 03 01| 04 05 04 0
H+Al 5 9,8 8 8 28/ 52 55 5 25 72 68 52 28 84 93 8 29
K 2 0,07 0,06 0,04 0,03 0,06 0,03 0,02 0,04 004 0,04 0,05 004 0,04 0,05 0,05 0,02
CTC S | 1167 9,76 924 3,83| 7,15 6,83 6,12 3,64| 854 844 625 424| 994 10,75 945 3,92
Matéria
organica g/dm? 40 43 30 8 14 14 13 9 30 29 18 9 30 22 26 11
S:té‘;‘ézo _ | 16,02 18,03 1342 26,89|27,27 19,47 183 3132|1569 1943 16,8 3396|1549 13,49 1534 26,02
Saturacao D
de Al 32,49 2542 2439 8,85 9,3 0 0 0]18,29 15,46 22,22 6,49(20,62 25,64 21,62 0
Na 200 2,00 2,0 20| 200 2,00 3,00 3,00 2,00 200 2,00 200 200 200 200 200
Zn 020 2,90 1,30 2,10| 0,30 2,30 0,70 2,40| 0,20 1,00 1,80 0,90| 0,80 0,40 2,30 10,0
B o 023 0,19 0,14 028| 0,23 0,19 023 0,19| 023 0,28 0,19 023| 0,14 028 0,19 0,23
Cu £ 0,30 0,20 020 0,30| 0,20 0,20 0,30 0,30| 0,30 0,20 0,50 0,30| 0,60 0,60 0,20 0,20
Fe S |120,00 62,80 38,40 30,20|41,90 44,20 35,90 31,00|53,90 51,40 37,10 27,40|61,60 63,10 58,50 29,60
Mn = 540 3,60 2,70 1,00] 220 220 020 030| 2,90 1,80 2,00 1,20 1,70 0,90 1,10 0,30
K 26 24 14 11| 21 12 9 15| 14 15 19 14| 17 18 19 7
P (Melich) 15 15 12 08| 12 08 08 15 12 15 12 12| 15 15 15 12

* Os valores desta tabela representam a média de 4 repeti¢cdes. Esses valores foram comparados pela analise de variancia (Anova) seguida do teste de
Tukey a 5% probabilidade. Os resultados dessas analises estatisticas estdo apresentados no texto indicados, pelo nivel significativo p < 0,05.
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Ha uma sobreposicao na matéria organica, Mg e K do ponto de coleta Bs

e Ba. Assim, o ponto B1 se assemelha mais com o B> € o0 Bz com o B4 (Figura 3).

Esses agrupamentos podem ser devido a proximidade entres os pontos, B esta

mais proximo de Bz que de Bz e B4 (Figura 3). Além disso, esses agrupamentos

mostram a importancia da casualizacdo dos manejos.

Saturacio

Matéria Or;

CaMg

BI1P1
B2P1
B3Pl
B4P1

bd4dO®

K/CTC

H+Al

Cat+Mg

H+AICTC

PH (Cacl2)

Areia

Argila

Figura 3: Agrupamentos das propriedades fisico-quimicas das amostras do solo

que foi utilizado para o plantio de capim Brachiaria brizantha cv Marandu,

fertirrigado com aguas residudrias domésticas em fun¢do do ponto de coleta.
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5.3 Caracterizacao fisica e quimica das amostras do solo apos a
fertirrigacao

As propriedades fisicas e quimicas das amostras de solo apds a
fertirrigacao estao mostradas nas tabelas 8A e 8B. Os valores de cada variavel
em cada tratamento e profundidades estdo apresentados em média de quatro
repeticdes e mais ou menos um desvio-padrao.

Comparando as amostras antes (Tabela 7) e apés a fertirrigacao (Tabelas
8A e 8B), houve um aumento significativo na saturacéo de base e uma reducao
significativa na saturacdo de aluminio (p< 0,05), quando comparado as
profundidades do manejo 1 (Tabela 8A). Nao foi observado diferenca
significativa (p< 0,05) nos teores de fosforo (Tabelas 7, 8A e 8B). De acordo com
Koura et al. (2002) devido a dinamica muito lenta do solo s&o necessarios varios
anos de irrigacdo com aguas residuarias, para que ocorra mudangas nas
caracteristicas quimicas do solo. Entretanto, varios autores tém relatado
alteracdes nos teores de fésforo, matéria organica, magnésio, calcio e outros
elementos ap6s aplicagdo de esgoto no solo em apenas um ciclo de cultivo
(FONSECA, 2001, AZEVEDO & OLIVEIRA, 2005, DUARTE et al., 2008). Isso
mostra que as alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do solo dependem
do tempo de aplicagéo, do tipo de cultura utilizada e das caracteristicas do solo
e do efluente. Nesse experimento também n&o foram observadas alteracoes
significativas na porcentagem de argila, areia e limo apos a fertirrigagao do capim
(Tabelas 7, 8A e 8B).

Independente do sistema de manejo de adubacéao apds a fertirrigacao o
solo permaneceu acido nas profundidades estudadas (Tabelas 7, 8A e 8B). Isso
mostra que a aplicacdo da agua residuaria nao alterou o pH do solo quando
comparado os sistemas de manejo de adubacao que receberam nivel crescente
de efluente (T3, T4 € Ts) com aqueles que ndo receberam (T1 e Tz). Duarte et al
(2008) também né&o constataram diferenca significativa do pH do solo antes e

apoés a aplicacao de agua residuaria no solo.
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Tabela 8A: Propriedades fisicas e quimicas das amostras do solo ap6s a fertirrigacdo do capim Brachiaria brizantha cv Marandu

Sistemas de manejo de adubagao
Variaveis T " 12 " 13
Profundidade (cm)
0-10 | 10 -20 [ 20-30 [ 0-10 [ 10 - 20 | 20-30 [ 0-10 | 10 - 20 [ 20-30

pH (CaCl,) 500 + 0,71 465 + 043 455 * 024 457 + 0,68 43 + 022 425 + 0,13 482 + 0,43 457 + 0,31 442 + 0,10
Argila 36,5 + 985 4025 + 562 465 t 1,73 36 * 400 3925 + 206 4475 t 6,95 30,5 t 4,04 34 + 6,00 40,25 + 10,69
Areia % 415 + 8,96 39 + 6,00 33 + 200 455 + 714 40,75 + 562 3725 + 877 50 * 2,00 46 + 10,68 385 + 10,21
Limo 22 + 216 20,75 + 2,06 205 * 1,73 185 + 4,04 20 + 424 18 + 3,56 195 + 3,32 20 * 6,98 2125 + 299
Ca 285 + 1,82 19 + 142 08 + 048 1525 *+ 1,46 0,75 t 0,37 0,45 * 0,10 2,15 + 1,31 1,275 + 1,02 0,575 + 0,33
Mg i 1275 £ 121 0625 = 043 0375 + 022 0,7 + 087 0375 £ 0,29 0,2 + 0,00 11+ 0,77 0,575 + 0,49 03 + 0,22
Al 3 0,075 + 0,15 0,075 + 0,15 0,025 * 005 0,15 * 0,13 0,275 + 0,13 0,75 + 0,10 0,025 * 0,05 0,075 + 0,05 0,075 + 0,05
H+Al S 515 + 254 575 + 195 525 + 112 54 + 181 6,175 + 1,07 63 t 1,15 53 £ 1,41 49 + 1,10 49 + 1,16
K 5 0,053 + 002 0041 + 0,01 0034 * 0,01 0,037 + 0,00 0,041 + 0,01 0,056 + 0,02 0037 + 0,00 00348 * 0,00 0,031 + 0,01
CTC 9,325 + 0,88 83 + 085 6475 + 080 7,625 + 134 7325 + 0,72 6975 + 1,07 855 + 0,77 6,75 + 152 5775 + 1,46
Matéria

Organica g/kg 270 + 000 270 + 057 1975 + 029 25 + 040 26 * 0,20 2,15 + 0,17 28 + 0,50 28 t 0,60 2,325 + 0,29
Sat.base 4443 + 2640 31,45 + 1922 1975 = 979 278 + 2488 16,13 + 937 10,35 + 2,97 37,23 = 20,12 26,3 + 1587 1543 7,41
Sat. Al 545 + 1090 7,125 + 1425 3375 * 675 113 + 903 223 + 1218 1965 + 953 0,775 * 155 6,2 + 4728 11,33 + 9,66
Na 1,5 + 0,58 2 + 0,82 15 ¢ 058 1,25 % 0,50 1,5 + 0,58 1,5 + 0,58 1,25 + 0,50 2 + 0,82 1,5 + 0,58
Zn 3375 + 339 0775 + 0,31 0,775 * 0,79 0,975 * 0,13 0,875 + 021 0,875 + 0,10 11 ¢ 0,18 115 + 0,06 1,15 = 047
B € 0,275 + 0,05 02 + 008 025 * 0,06 025 + 006 0225 + 010 0,225 + 0,05 0,25 + 0,06 0,275 + 0,05 0,2 + 0,08
Cu g 01 + 0,00 0,15 * 0,06 01 + 000 0175 * 0,05 0,125 * 0,05 0,125 * 005 0,125 + 0,05 0,175 + 0,05 0,1 £ 0,00
Fe € 46 + 6,48 4125 + 9,98 26 + 469 3475 + 486 335 * 3,87 255 * 4,43 42 + 8,29 34 + 13,74 2425 + 1159
Mn 625 + 275 3,75 + 2,06 2 + 115 275 + 0,96 425 £ 1,50 3 ¢+ 163 17,75 * 21,70 11 + 13,04 25 + 1,00
K 20,5 + 6,61 16 + 3,27 13 + 2,00 145 * 1,91 16 + 3,65 19,5 + 8,70 145 + 1,00 135 + 1,91 12 + 2,83
P (Melich I) 1,5 + 058 1,25 + 0,50 1+ 0,00 25 % 1,00 1,5 + 058 225 * 0,96 1,75 + 0,96 1,5 + 0,58 15 t 0,58

Sat.base = Saturacédo de base, Sat. Al = Saturacao de Aluminio. * Os valores desta tabela representam a média de 4 repeti¢cdes. Esses valores
foram comparados pela andlise de variancia (Anova) seguida do teste de Tukey a 5% probabilidade (veja os anexos). Os resultados dessas
anadlises estatisticas estdo apresentados no texto indicado pelo nivel significativo p < 0,05.



Tabela 8b: Propriedades fisicas e quimicas das amostras do solo apdés a fertirrigacéo do capim Brachiaria brizantha cv Marandu.

Sistemas de manejo de adubagao
Variaveis T4 " 5
Profundidade (cm)
0-10 10-20 | 20-30 | -1 | 10- 20 20-30
pH (CaCl2) 5,00 + 0,87 48 + 0,78 4,625 + 0,50 5,00 + 0,62 5,00 + 0,6 485 + 0,66
Argila 27 = 0,00 35,75 + 3,95 42 + 424 3225 + 5,85 385 + 1 44775 + 6,02
Areia % 50 =+ 3,46 40,75 + 5,62 35 + 2,00 4175 + 6,45 3325 + 3,4 32 + 7,53
Limo 23 * 3,46 235 *+ 1,73 23 + 4,69 26 + 2,16 2825 + 3 23,25 + 6,99
Ca 2,7 * 2,35 1,65 + 1,65 0,975 + 1,02 1,875 + 1,81 2,375 + 1,7 1,825 = 1,66
Mg E 0,975 £ 1,03 05 + 0,38 0,45 + 0,38 0,675 + 0,57 0,775 £ 0,5 0,55 + 0,45
Al g 0,1 = 0,14 0,05 *= 0,06 0,125 + 0,10 0,05 + 0,10 0,025 + 0,1 0,075 + 0,10
H+Al © 3,35 £ 2,06 36 + 1,88 3,056 =+ 1,66 275 £ 1,26 2925 + 13 2,575 + 0,79
K § 0,042 + 0,01 0,069 + 0,07 0,04 + 0,01 0,042 + 0,01 0,0398 = 0 0,036 + 0,01
CTC 7,05 + 1,77 58 + 143 45 + 1,49 5,326 + 2,11 6,1 + 0,6 495 + 1,63
Matéria
Organica a/kg 31 + 3,27 28 + 3,83 26 + 3,83 32 + 2,00 27 + 57 2425 + 472
Sat. base 9% 49,05 + 36,25 37,056 + 28,84 32,05 + 24,40 42,83 + 25,12 50,45 + 26 43,625 + 24,81

Sat. Al ° 8,275 + 1244 5975 £ 6,90 14 + 11,65 2,875 + 575 2175 + 4.4 45 + 7,14
Na 1,25 =+ 0,50 1,25 + 0,50 1,5 + 0,58 1,25 = 0,50 1,25 + 05 1,25 = 0,50
Zn 12 + 0,41 1,15 = 0,10 0,925 + 0,34 43 + 283 3,775 + 26 49 = 1,30
B ® 0,225 + 0,05 0,25 + 0,06 0,175 + 0,05 0,3 + 0,00 0,225 + 0,1 0,2 + 0,00
Cu % 0,15 + 0,06 0,125 + 0,05 0,1 = 0,00 0,1 = 0,00 0,125 + 0,1 0,125 + 0,05
Fe > 36 * 3,74 34 + 8,12 24,75 + 3,59 3575 + 7,14 30,75 + 43 225 + 443
Mn E 20,25 + 14,03 7 * 3,46 10 + 12,08 7,75 £ 2,63 8 £+ 0 6,25 + 2,99
K 16,5 =+ 5,26 27 + 28,77 155 = 4,73 16,5 = 342 155 = 41 14 + 2,83
P (Melich 1) 2,75 £ 0,96 225 + 1,26 1,5 + 0,58 275 £ 0,50 1,75 + 16 225 + 0,50

Sat.base = Saturacéo de base, Sat. Al = Saturagéo de Aluminio. * Os valores desta tabela representam a média de 4 repetigoes.
Esses valores foram comparados pela andlise de variancia (Anova) seguida do teste de Tukey a 5% probabilidade (veja os
anexos). Os resultados dessas andlises estatisticas estao apresentados no texto indicado, pelo nivel significativo p < 0,05.
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Os teores de matéria organica foram maiores nos sistemas de manejo de
adubacao que receberam &gua residuéaria, independente da profundidade
(Tabelas 8A e 8B). Assim pode-se concluir que houve infiltracdo do efluente nas
camadas mais profundas do solo. A presenca de matéria organica no solo é um
fator importante para a fertilidade (ALDERSON et al., 2015, BATASTONE et al.,
2015, MALAFAIA et al., 2016).

Embora tenha observado infiltracdo do efluente no solo, ndo houve
diferenca significativa (p< 0,05) nas concentragdes de fosforo e sédio quando
comparado as profundidades dos sistemas de manejo de adubacdo que
receberam agua residuaria (Tabela 8B). Esses resultados séo relevantes, pois
demonstram o baixo risco de salinizacao e eutrofizacdo do solo utilizado apés
aplicacao do efluente, a curto prazo.

Silva et al. (2012) concluiram que a fertirrigacdo de capim Mombaga com
esgoto doméstico nao proporciona dispersdao de argila nas diferentes
profundidades do solo, entretanto proporciona aumento, ao longo do tempo de
sua aplicacao, nos teores de Na* trocavel, além de significativa lixiviacdo de
nitrato no perfil do solo.

5.4 Anadlises microbioldgicas das amostras do solo

5.4.1 Contagem de microrganismos viaveis antes da fertirrigacao
A 4gua residuaria utilizada nesse estudo ndo apresentou contagem

significativa (p < 0,05) de fungos e actinomicetos (Tabela 9). Entretanto, foi
observado contagem de células viaveis de bactérias (Tabela 9), que pode ser
atribuido a presenca de coliformes nesse efluente (Tabela 6).

Essas bactérias podem apresentar nichos ecoldgicos distintos,
geralmente em aguas residuarias domésticas ha predominancia de coliformes e
no solo as rizobactérias promotoras de crescimento vegetal, incluindo as
bactérias diazotréficas, estdo em maior concentragao (WARTIAINEN et al.,
2008). Segundo Dionisio (2006), as bactérias sao os principais microrganismos
presentes no efluente da estacao de tratamento de esgoto de Curitiba/PR.
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Tabela 9: Contagem em placa de microrganismos viaveis do solo antes do

plantio do capim Brachiaria brizantha cv Marandu e utilizagcao da agua residuaria.

Amostras Actinomicetos Bactérias Fungos
Log (UFC g )

Agua residuaria -a 7,29 £ 0,03 -a
B1P4 6,21 + 0,01 7,44 £ 0,01 5,15+ 0,03
B1P2 6,02 + 0,01 7,37 £ 0,01 4,92 + 0,01
B1Ps 5,64 + 0,01 6,95 + 0,01 -a
B1P4 -a 6,69 + 0,03 -a
B2P+ 6,25 + 0,01 7,45 + 0,01 5,04 + 0,04
B2P2 6,10 £ 0,01 7,37 £ 0,01 4,86 £ 0,02
B2P3 5,50 + 0,03 6,97 + 0,01 -a
B2P4 -a 6,68 = 0,04 -a
B3P 6,24 £ 0,01 7,44 £ 0,01 5,05 + 0,01
BsP2 6,08 + 0,01 7,36 + 0,01 4,79 £0,02
BsPs 5,49 + 0,04 6,96 + 0,01 -a
BsP4 -a 6,67 + 0,05 -a
B4P+ 6,28 + 0,01 7,43 + 0,01 5,10 £ 0,06
B4P2 6,14 £ 0,01 7,36 £ 0,01 4,89 + 0,01
B4P3 5,55 + 0,03 6,93 + 0,01 -a
B4P4 -a 6,65 + 0,04 -a

a- valores abaixo de 25 colénias. UFC — Unidade formadora de col6nia.

B1P1 — ponto de coleta 1 e profundidade 1 (0-10 cm), B2P2 — ponto de coleta 2 e
profundidade 2 (10-20 cm), BsP3 — ponto de coleta 3 e profundidade 3 (20-30 cm) e
B4P4+ — ponto de coleta 4 e profundidade 4 (90-100 cm). Os valores desta tabela
representam a média de 4 repeticdes mais ou menos um desvio padrdo. Esses valores
foram comparados pela analise de variancia (Anova) seguida do teste de Tukey a 5%
probabilidade (veja os anexos). Os resultados dessas andlises estatisticas estao
apresentados no texto, indicados pelo nivel significativo p < 0,05.

A contagem de microrganismos viaveis nas amostras do solo antes da
fertirrigacao foi influenciada pela profundidade e pelo grupo microbiano (Tabela
9). Independente da profundidade, a comunidade de bactérias foi maior que a de
fungos filamentosos. Esse predominio da comunidade bacteriana em relagao a
de fungos também foi observada no solo sob vegetacao nativa localizado na
regido Sul do pais (MORGANA et al., 2013). Esses mesmos autores ressaltam
que a contagem de microrganismos do solo pode variar de acordo com as
técnicas empregadas, profundidade da coleta e o meio de cultura cultivado.
Entretanto, ndo foi observada diferenca (p < 0,05) na contagem de bactérias
viaveis entre os pontos de coleta e nas profundidades de 0 a10cm e de 10a 20
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cm (Tabela 9). Isso mostra que a contagem de células microbianas pode ser
mais influenciada pela técnica e pelo meio de cultura.

A contagem de células bacterianas e fungicas antes da fertirrigacdo sao
semelhantes aos resultados obtidos em outros estudos com amostras de solo
(MORGANA et al., 2013).

Apenas a comunidade de bactérias foi observada em todas as
profundidades (Tabela 9). Esse grupo de microrganismos apresentam espécies
aerobicas, anaerdbicas obrigatérias e facultativas, além de espécies fixadoras
de nitrogénio que justifica a grande dispersao desses microrganismos (DUNBAR
et al., 2002, VAZQUEZ et al., 2000, ZEHR et al., 2003). Além disso, a atividade
microbiana de seis solos argilosos foi maior na superficie, quando comparada
com a profundidade de 60 cm mostrando que as bactérias estao presentes em
varias profundidades do solo (VALE JUNIOR, 2011).

Os actinomicetos somente nao formaram colbnias na profundidade de 90
a 100 cm (Tabela 9). A auséncia de col6nia nessa profundidade pode ser devido
a limitacao de nutrientes. Segundo Silva et al. (2002) a maior comunidade de
actinomicetos é encontrada no rizoplano. Além disso, os actinomicetos que séo
atualmente classificadas no Dominio Bactéria, também contém espécies que sdo
fixadoras de nitrogénio (DUNBAR et al., 2002, STACKEBRANDT et al., 1997).
Devido a limitacdo de nutriente e oxigénio, também nao foram observadas
colbnias de fungos nas profundidades de 20 a 30 cm e de 90 a 100 cm (Tabela
9). Os fungos sao encontrados principalmente nas profundidades que
compreende a regido da rizosfera (POZO & AZCON-AGUILAR, 2007, SMITH et
al. 2010, NEERAJ, 2011, SILVA et al., 2011).

Comparando os pontos de coletas dentro de cada profundidade (Tabela
9) nao foi observada diferenca significativa (p< 0,05) na contagem de
microrganismos viaveis, o que significa uma homogeneidade da area em relacéao
as comunidades microbianas. A profundidade é o fator determinante para
diferengas entre os grupos microbianos (Tabela 9).

5.4.2 Contagem de microrganismos viaveis apods a fertirrigacao
Uma reducdo na contagem de células microbianas em funcédo da

profundidade e a contagem de células bacterianas maior que a de actinomicetos
e fungos foram observadas nas amostras do solo antes e apds a fertirrigagao
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(Tabelas 9 e 10). Como ja mencionado essa reducao pode ser devido a limitacao
de nutriente e 4gua nas camadas mais profundas do solo. A maior quantidade
de células bacterianas pode ser devido a caracteristica fisiologica desse grupo
microbiana que tem crescimento unicelular, enquanto actnomicetos e fungos

filamentos apresentam a formacéao de filamentos (MADIGAN et al., 2010).

Tabela 10: Contagem em placa de microrganismos viaveis do solo apés o plantio
do capim Brachiaria brizantha cv Marandu e utilizacdo da agua residuaria.

Sistemas de Actinomicetos | Bactérias | Fungos
manejo de Profundidade (cm) 1
adubacio Log (UFCg")
0-10 7,13 £0,03 8,80 £0,09 6,64 +0,01
Ti 10-20 6,83 +0,03 8,20 £0,07 5,52 £0,01
20-30 6,21 £0,04 7,55 £0,04 2,01 £0,01
0-10 7,23 £0,02 8,40 £0,02 6,24 +0,03
T, 10-20 6,79 +£0,01 7,95 £0,07 5,35 £0,07
20-30 6,17+0,02 7,20+0,01 2,12 £0,01
0-10 6,89 +£0,03 8,32+£0,09 5,85 £0,04
T; 10-20 6,64 £0,06 7,93 £0,05 5,12 £0,02
20-30 596 £0,03 7,15+0,06 1,96 +0,01
0-10 7,11£0,01 836+0,02 6,95+0,04
T4 10-20 6,82 £0,03 8,01 £0,03 5,34+0,03
20-30 5,87+0,07 7,22 £0,02 1,86 £0,05
0-10 7,36 £0,09 835+0,03 6,84+0,01
Ts 10-20 7,01 £0,06 7,85 £0,03 5,90+£0,02
20-30 6,10+0,03 7,13+0,02 2,55 #0,07

Os valores desta tabela representam a média de 4 repeticbes mais ou menos um desvio
padrdo. Esses valores foram comparados pela analise de variancia (Anova) seguida do
teste de Tukey a 5% probabilidade (veja os anexos). Os resultados dessas analises
estatisticas estao apresentados no texto, indicados pelo nivel significativo p < 0,05.

Comparando as contagens de células microbianas viaveis antes e apés a
fertirrigacao é observado uma maior quantidade de células microbiana viavel
apds a mesma (Tabelas 9 e 10). Simdes et al. (2013) observaram um aumento
linear na respiragcdo basal microbiana em fungéo da dose de efluente doméstico
aplicado no solo para plantio de mamoneira. Além disso, independente da
aplicagdo ou nao da fertirrigacdo houve um aumento significativo (p< 0,05) na

contagem de células viaveis de microrganismos em todos os sistemas de manejo
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de adubacao (Tabelas 9 e 10). Como mostrado na Tabela 2 os manejos T1 e T>
nao receberam NPK oriundo da 4gua residuaria e sendo assim, o uso da agua
residuaria ndo alterou a contagem de células microbianas vidveis quando
comparadas com os sistemas de manejo de adubacao que nao receberam agua
residuaria (Tabela 10).

Entretanto, foi observado apds a fertirrigacdo, a presenca de coldnias
fungicas na profundidade de 20-30 cm (Tabela 10). A presenca de fungos nessa
profundidade pode ser devido a maior disponibilidade de agua e nutrientes e ou
presenca de raizes. Os fungos formam interacbes micorrizicas com as raizes
das plantas (AZCON-AGUILAR et al., 1997, OEHL et al. 2011).

5.4.3 Analise da diversidade microbiana pelo perfil de DGGE antes da
fertirrigacao

Embora, tenham sido obtidas contagens de bactéria viaveis na
profundidade de 90 a 100 cm (profundidade 4) nas amostras antes da
fertirrigacdo nao foi observada a amplificacdo do gene nif H (Figura 4) nessa
profundidade com os primers utilizados. Isso mostra que 0s microrganismos
nessa profundidade n&o apresentam atividade significativa de fixacdo de
nitrogénio.

O perfil de bandas do DGGE mostrou uma grande variedade de bactérias
contendo o gene nif H, com maior numero de bandas nas profundidades de 0 a
10 cm e 10-20 cm (Figura 4). Esse resultado pode ser explicado devido a maior
quantidade de células de BFNs na regido da rizosfera (SILVA et al., 2011). Além
disso, Da Silva (2012) mostrou grande diversidade de gene nif H em solo do
Cerrado aplicando a mesma técnica. Essa mesma autora identificou uma
predominancia desse nif H em Actinomicetos, quando comparado com 0s grupos
bacterianos.

Semelhante ao observado nas analises fisico-quimicas do solo (Figura 3),
o dendograma UPGMA das bandas de DGGE agrupou os pontos de coleta em
dois principais grupos (Figura 4). O ponto de coleta B1 em 69 % de similaridade
do perfil de DGGE com o ponto B2 e os pontos Bz e B4 apresentam 89 % de
similaridade. Logo a distancia entre os pontos de coletas (Figura 1) tem influéncia

sobre a diversidade bacteriana e demonstra mais uma vez a importancia da
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casualizagcao dos manejos. Campelo (2008) mostrou que a diversidade do gene
16S RNA tem influéncia do local de coleta e estagdo climatica. Entretanto, ndo
houve diferencas significativas na diversidade das BFNs nas profundidades
estudadas (Figura 4).

B4P1
B4P3
B4P2
B3P1
B3P2
B3P3
B1P2
B1P3
B1P1
B2P1
B2P2
B2P3

Figura 4: Dendograma de UPGMA e perfil de bandas de gene nif H obtidas pelo
DGGE das amostras de solo coletadas antes da plantagcdo do capim e da
aplicacao da agua residuaria.

Na Figura 4, as bandas representadas pelas setas 1 e 2 sdo aquelas com
maiores intensidades no gel. Esse grupo de bactérias diazotroficas esta
distribuido em grande numero de individuos nos pontos de coletas B1, B2 e Ba.
As bandas representadas pela seta 3 sdo vistas, em baixa intensidade, em todos
0s pontos de coleta que mostra uma distribuicdo desse grupo de BFN em toda a
area estudada.

5.4.4 Analise da diversidade microbiana pelo perfil de DGGE apods a
fertirrigacao

Apoés a fertirrigacdo independente do sistema de manejo de adubagéo
observou-se um aumento na intensidade das bandas (Figuras 4 e 5). Isso mostra
que as BNFs estdo mais abundantes, embora ndo se detectou um aumento na
diversidade das mesmas (Figura 5). No gel de DGGE a diversidade (riqueza de
espécies) e abundancia (quantidade de organismos de uma determinada
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espécie) sao representadas, respectivamente, pelo nimero e pela intensidade
das bandas (VAN ELSAS & BOERSMA, 2011). Além disso, notou-se também
que a diversidade e abundancia das BNFs s&o diferentes em funcdo da
profundidade e adicao de agua residuaria (Figura 5). Esse resultado confirma o
aumento da contagem de células microbiana viaveis apés a fertirrigacdo do
capim (Tabelas 9 e 10 e Figura 5). O monitoramento do gene 16S rRNA por
microarranjos de DNA mostraram grandes variacées na comunidade microbiana
do solo apoés a aplicacao de diferentes doses de lodo de esgoto (VAL-MORAES,
2008).

As amostras da profundidade de 0-10 cm formaram um grupamento na
parte superior do gel, enquanto as amostras das outras profundidades se
agruparam em funcdo do sistema de manejo de adubacdo (Figura 5). Esse
resultado indica que a adicado de NPK tem maior efeito na superficie ou nao teve
uma taxa de infiltracdo suficiente para afetar as BFNs presentes nas outras
profundidades estudadas.

Outros efeitos da adicdo de NPK sao observados pela formagédo de
agrupamento no interior do gel das amostras do sistema de manejo de adubacéao
T1 que nao recebeu adicdo de NPK e pela baixa intensidade das bandas,
principalmente nas profundidades acima de 10 cm, no tratamento T2 que recebeu
NPK comercial (Tabela 2 e Figura 4). Considerando ainda o sistema de manejo
de adubacédo T1 observa-se que independentemente da profundidade a maioria
das bandas estdo em alta intensidade, similar aos descrito por Reis Junior et al.
(2011), a limitagdo de uma fonte de nitrogénio pode ser intensificar a atividade
das BNFs.
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Figura 5: Dendograma de UPGMA e perfil de bandas de gene nif H obtidas pelo
DGGE das amostras de solo coletadas apos fertirrigacao.

O dendograma de UPGMA mostra que os sistemas de manejo de
adubacéao que receberam agua residuéria apresentam perfis de bandas do gene
nif H similares (Figura 5). Os sistemas de manejo de adubacéo Ts e T4 que tem
maiores teores de NPK proveniente da agua residuaria, na profundidade de 0-
10 cm tem o mesmo perfil de bandas (Tabela 2 e Figura 5). Nas demais
profundidades, os perfis de bandas desses dois sistemas de manejo de
adubacao se agrupam com mais de 80% de similaridade. A profundidade de 0-
10 cm, 0 manejo T3 tem 82% de similaridade com Ts/T4, entretanto nas demais
profundidades esta mais préximo de To. Esse resultado pode ser devido ao T3
ter 80 % de NPK comercial e apenas 20% do NPK da agua residuaria (Tabela 2)
e confirma que agua residuaria influenciou mais comunidade de BNFs na
profundidade superficial. Além disso, o efeito da agua residudria sobre as BNFs
nas outras profundidades é observado em dose superior a 40% de NPK (Figura
5).

Apo6s a fertirrigacdo foi observado o desaparecimento das bandas
mostradas pela seta 3 na Figura 4, enquanto aquelas mostradas pelas setas 1 e
2 continuaram com alta intensidade, mas nao mantiveram o mesmo alinhamento,
ou seja, elas ficaram mais dispersas no gel (Figuras 4 e 5). Essas alteragbes
foram observadas em todos os sistemas de manejo de adubacdo. Portanto, é
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mais provavel que as alteracées da comunidade BNFs ap6s fertirrigacao foi
devido aos diferentes periodos de coleta das amostras, ao manejo do solo antes
do plantio e a umidificacdo do solo que adigdo da agua residuaria (Figuras 4 e
5). Isso mostra o potencial de uso dessas aguas na agricultura, em especial, no
plantio de forrageira no solo no Cerrado.

Em relacdo a diversidade de FMAs, antes da fertirrigacdo, o perfil de
bandas do DGGE mostra uma distribuicdo heterogénea dos fungos nos pontos
de coletas e nas profundidades quando comparado com o perfil de bandas do
gene nif H (Figuras 4 e 6).
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Figura 6: Dendograma de UPGMA e perfil de bandas de gene 18S rDNA obtidas
pelo DGGE das amostras de solo coletadas antes da plantacao do capim e da
aplicacao da agua residuaria.

A quantidade e a intensidade dessas bandas mostram também uma
grande diversidade e concentracao desses fungos na area estudada (Figura 6).
Eles auxiliam a planta na absorgédo de agua e nutrientes, principalmente o fésforo
do solo (SOUZA et al., 2011, THONGTHA et al., 2014). Além disso, Moreira et
al., (2012) também verificaram pelo perfil de DGGE uma alta diversidade de
FMAs em diferentes solos. Segundo eles, os solos com maior riqueza de
espécies de FMAs apresentam maior taxa de germinacdo das sementes e
crescimentos de plantula. Além disso, o perfil de DGGE do gene 18S rRNA
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mostra também uma alta diversidade e maior distribuicdo de FMAs na area de
estudo (Figura 6).

A alta intensidade das bandas pode ser devido a presenca no solo de
células vegetativas (Tabela 9) e também de esporos fungicos. A reducdo da
quantidade e intensidade dessas bandas pode mostrar alteragcdo na comunidade
de FMAs em funcao da aplicacao da agua residuaria.

Com os primers utilizados nao foi possivel a amplificacdo do gene 18S
rDNA na profundidade de 90 a 100 cm. Esse resultado confirma a auséncia de
células viaveis de fungos nessa profundidade (Tabela 9).

Diferente do perfil de DGGE do gene nif H, o dendograma UPGMA do
gene 18S rRNA nao agrupou os pontos de coleta e as profundidades (Figura 6).
Isso confirma a distribuicado mais heterogénea de FMAs na area estudada antes
do manejo do solo, plantio de capim e da utilizacao da agua residuaria.

Apoés a fertirrigacao foi observado, nos sistemas de manejo de adubacao
T2 a Ts um aumento no numero de bandas que demonstra um aumento na
diversidade de FMAS (Figuras 6 e 7), o que relaciona a influéncia da adi¢ao de
NPK no solo independente da fonte desses elementos sobre a diversidade de
FMAs. No sistema de manejo de adubacao sem adicao de NPK (T1) tem um
numero menor de bandas e uma baixa intensidade das mesmas.

Nas profundidades de 0-10 e 10-20 cm os sistemas de manejo de
adubacéao de adubacéao (T2 a Ts) formaram um agrupamento (Figura 7) com alta
similaridade no perfil de bandas. Semelhante ao observado no perfil das BFNs
apos a fertirrigacao, o perfil de FMAS do manejo Tz compartilha semelhanga com
os tratamentos com NPK da agua residuaria e com aquele com NPK comercial
(Figura5e 7).

Diferentes do perfil de BFNs (Figura 5) o NPK influenciou a comunidade
de FMAs na profundidade de 10-20 cm (Figura 7). Entretanto, a formagéo de um
grupamento entre os sistemas de manejo de adubacéo na profundidade de 20-
30 cm confirma que nao houve infiltracdo nas camadas mais profundas do solo.

Comparando o perfil do sistema de manejo de adubagdo Ti com o0s
demais que receberam NPK da agua residudria (Tz a Ts) nao existem
similaridade entre eles pelo dendograma de UPGMA e pelos perfis de DGGE
(Figura 7). Entretanto, a intensidade das bandas os sistemas de manejo de

adubacao com NPK da agua residuaria sdo maiores que aqueles do T1. Sendo
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assim a aplicacao de agua residuaria influenciou positivamente na abundancia
de FMAs. A adicdo dessa agua pode ter auxiliado na germinacao de esporos.
Segundo Machado et al. (2011), o teor de agua e nutriente aumenta a taxa de
germinagao de esporos de FMAs, o que confirma o potencial de uso de agua
residuaria para irrigacao de culturas agricolas, com efeito positivo sobre a
comunidade de FMAs. Santos et al. (2009) mostraram que o uso de lodo de
esgoto como fertilizantes estimula a atividade microbiana.
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Figura 7: Dendograma de UPGMA e perfil de bandas de gene 18S rDNA obtidas
pelo DGGE das amostras de solo coletadas apds a fertirrigacao.

5.5 Caracterizacao das amostras do capim

Neste estudo foram realizados trés cortes da parte aérea da planta (Figura
S1) e nao houve observacao do periodo de floracao e produgcao de sementes.

Independente do sistema de manejo de adubacéo, o primeiro corte tem a
menor producéo de massa seca foliar e ndo foi observado diferenga significativa
(p < 0,05) entre a producao dos cortes 2 e 3 (Figuras 8 e 9).
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Figura 8: Massa seca foliar do capim Brachiaria brizantha cv Marandu

fertirrigado com agua residuaria domeéstica.

As maiores producbes de massa seca foliar por hectare (ha) foram
observadas nos sistemas de manejo de adubacao (T3, T4 € Ts) que receberam
agua residuaria (Figuras 8 e 9).

No corte 1, os valores correspondem a média de cada sistema de manejo.
Devido néao ter observado diferenca significativa (P < 0,05) entre os cortes 2 e 3,
os valores correspondem as médias conjuntas de cada sistema de manejo,
nesses cortes (Figuras 8 € 9).

Neste estudo, a produtividade de massa seca do capim B. brizantha cv
Marandu foi diretamente proporcional a concentracao de NPK proveniente da
agua residuaria (Figura 9). Além disso, o NPK da agua residuaria promoveu a
maior produtividade de massa seca foliar que o NPK comercial independente do
corte (Figuras 8 € 9). Isso sugere que NPK comercial estd menos disponivel para

planta que o NPK da agua residuaria.
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Figura 9: Massa seca foliar do capim Brachiaria brizantha cv Marandu em funcao

dos teores de NPK proveniente da agua residuaria doméstica.

As equacgdes lineares significativas (p< 0,05) sdo importantes para
estudos da produtividade em massa seca foliar utilizando concentracdes de NPK
da agua residuaria como referéncia. Efeito linear positivo na produtividade de
massa seca foliar em funcao da dose de nitrogénio foi também observado no
plantio do capim Marandu (ALEXANDINO et al., 2003) e em Brachiaria
decumbens cv. Basilisk (MARANHAO et al., 2010).

A produtividade igual entre os cortes 2 e 3 é importante para reducao da
frequéncia de plantio do capim e mostra também o rigor de rebrotacao do capim
Marandu no solo fertirrigado com agua residuaria. Geralmente a produtividade
aumenta com reducdo do intervalo de corte e o rigor de rebrotacdo reduz em
funcéo do corte (MARANHAO et al., 2010, ALEXANDINO et al., 2003, AGUIAR
et al., 2000).

Embora, nado ter havido diferenca significativa na produtividade da massa
seca entre os cortes 2 e 3 (Figuras 8 e 9), observou-se que na composicao

bromatolégica do capim apenas o ferro, cobalto, extrato etéreo néao
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apresentaram diferencas significativa (p< 0,05) entre os cortes (Tabela 11). Além
disso, no terceiro corte foi observada uma reducgéo significativa (p < 0,05) de
nitrogénio, proteina bruta, potassio, zinco, cobre e manganés (Tabela 11).
Entretanto, ha um aumento significativo (p < 0,05) de fésforo, céalcio, magnésio,
enxofre e fibra de detergente acida nesse ultimo corte (Tabela 11). Isso mostra
que os cortes tém influéncia na composigao nutricional do capim Marandu.

Comparando o sistema de manejo de adubagédo com NPK comercial (T2)
com aqueles que receberam aguas residuarias (T3, T4 e Ts) observa-se a
utilizacdo desse efluente doméstico ndo alterou a composicao nutricional do
capim Marandu (Tabela 11). Os teores de calcio e fibra de detergente neutro
foram diferentes entre o sistema sem adubacdo com NPK (T1) com aqueles com
adubacao NPK (T2a Ts) (Tabela 11). Os sistemas que NPK proveniente da agua
residuaria apresenta maiores teores de fésforo, magnésio e FDN que o manejo
sem NPK (Ty).

Benett et al (2008) trabalhando com 5 diferentes doses de N (0, 50, 100,
150 e 200 kg por ha) observaram produtividade de massa seca no 1° corte,
inferior a 1000 kg ha', entretanto no 3° corte a produtividade superou 4000 kg
ha'.

Nos diferentes manejos, o teor de proteina bruta variou 11,31 a 13,81 %,
concentracoes similares aquelas obtidas por Serafim (2010), que descreveu
valores na faixa de 8,43 a 14,39% em seu trabalho com utilizacdo de aguas
residudrias da suinocultura para adubacao da mesma forrageira.

Ressalta-se que a FDN é o componente da forragem mais
consistentemente associada ao consumo (Benett et 2008), assim 0s menores
teores de FDN permitem um consumo de forragem de melhor qualidade pelo
animal. Nao houve diferenca entre o 1% e 0 3° corte. Nos diferentes sistemas de
manejo de adubacao ao longo dos cortes apenas o tratamento T1 (controle),
resultou em uma forrageira de pior qualidade.
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Tabela 11: Composicao bromataldgica do capim Brachiaria brizantha cv Marandu fertirrigado com agua residuaria doméstica.

N P K Ca Mg S Zn Cu Fe Mn Na Co Mo PB EE FDA FDN Cinzas
Corte
gk mg kg %
1 21,76 A 1,08B 17,89 A 2,43 B 1,89 B 1,29B 2535A 9,00A 392,30 A 48,45 A 113,50 B 0,13A 044C 13,59A 1,50 A 29,60B 55,17 B 6,01 A
2 20,38 A 1,39A 11,78B 2,43 B 3,09A 1,27B 2525A 580B 434,40A 28,10 B 124,65 A 0,17A 058A 12,72A 1,36 A 31,39AB 61,58 A 582 A
3 18,10 B 1,51 A 10,16B 3,00 A 3,13A 1,51 A 16,15B 3,00C 366,60 A 25,80 B 112,50 B 0,10A 048B 11,31B 1,48 A 33,285A 57,95 B 574 A
Trat
1 22,10 a 1,05 16,03 a 229 b 185 b 1,22a 26,25a 558a 336,90 a 38,33 a 114,83 a 0,12a 0,50a 13,81a 1,50a 29,37b 53,94 b 6,1a
b
2 20,38ab 1,25 12,07 a 2,78 a 2,04 ab 1,38a 22,92a 7,00a 358,80 a 32,17 a 116,64 a 0,12a 049a 12,73ab 1,47a 31,92ab 59,36 a 5,3 ab
ab
3 1826 b 1,37a 12,17a 2,53 ab 2,93 a 1,38a 20,01a 501a 350,10 a 36,25 a 116,58 a 0,12a 051a 1141 b 1,561a 31,93ab 59,68 a 41b
4 19,64ab 1,41a 13,08a 2,74ab 3,10a 1,34a 19,75a 6,01la 320,50 a 31,83a 118,25 a 0,18a 051a 1224ab 1,36a 32,70a 59,08a 4,7b
5 20,08ab 1,46a 13,05a 2,75ab 3,22a 1,45a 22,33a 6,08a 32240 a 32,00a 118,08 a 0,12a 049a 12,50ab 1,36a 31,20 ab 59,11a 4,7b

PB — Proteina bruta, EE — extrato etéreo, FDA — Fibra de detergente acida, FDN — Fibra de detergente neutro, Trat - Tratamentos

As letras mailsculas e as minusculas nas colunas indicam, respectivamente, a comparacao estatistica entre os cortes e os
tratamentos. Assim, as letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenga significativa pelo teste de Tukey a 5% de
significancia (veja os anexos). As analises estatisticas foram realizadas utilizando a versao experimental e gratuita do software

Minitab 17 (2016) disponibilizado no portal eletrdnico http://www.onthehub.com/minitab/.




75

Os teores de FDA tém relagcdo com os teores de lignina dos alimentos,
que determinam a sua digestibilidade, pois quanto menor o teor de FDA, menor
sera o teor de lignina e, consequentemente, melhor a digestibilidade do alimento.
Sendo assim o 3° corte apresentou maior FDA, possivelmente em virtude do
envelhecimento da planta.

Os teores de extrato etéreo néo ultrapassaram o limite de 6% da dieta a
partir do qual se poderia limitar o consumo de matéria seca por ruminantes
(SOUZA et al., 2009). Esses teores encontrados neste trabalho estao inferiores
aqueles relatados por Mari (2003), que obteve valores de extrato etéreo em
capim-Marandu de 2,7 a 1,9%.

A concentracao de fésforo variou de 1,03 g kg''a 1,51 kg'que segundo
Malavolta (1987) sdo considerados normais para plantas forrageiras.

A maturidade da planta influenciou de maneira significativa (p < 0,05) na
concentragdo de Cu, conforme se observa na Tabela 11 houve uma queda na
concentracao de Cu com o tempo. As concentracées deste nutriente variaram
entre 3,00 a 9,00 mg kg-'. Segundo Malavolta (1987), os teores adequados para
as braquiarias na MS é 6,0 mg kg'. Esses resultados podem ser atribuidos ao
pH do solo, pois a absor¢cédo de Cu € prejudicada em pH superior a 5,0; porque
esse nutriente fica retido firmemente nos coldides do solo, havendo reducéo da
sua disponibilidade, para a planta.

Os niveis de Fe encontrados na forrageira podem ser considerados altos,
que segundo Malavolta (1987) os teores adequados para as braquiarias na MS
€ 180 a 250 mg kg'.

Segundo McDowell (1999), o requerimento estimado de ferro para
ruminante adulto encontra-se entre 30 a 60 mg kg' e para bezerros este
requerimento € de 100 mg kg-'mostrando que a exigéncia para o animal jovem
€ maior que para o adulto, sendo assim a forrageira atenderia a essa exigéncia.

Os teores de cinzas nao tiveram diferengcas em relagao aos cortes (P <
0,05), mas os tratamentos que receberam aguas residuarias tiveram menores
teores de cinzas que outros tratamentos (Tabela 11). Independente dos sistemas
de manejo de cortes, os teores de cinzas obtidas sdo semelhantes aqueles
observados em capim Marandu cultivado em diferentes épocas do ano no estado
do Piaui (RODRIGUES JUNIOR et al., 2015).
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Considerando apenas os sistemas de manejos que receberam agua
residuaria, FDN, FDA, molibdénio, enxofre e sodio tiveram respectivamente,
efeito negativo e positivo em relacdo aos cortes e os sistemas de manejo de
adubacao (Figura 10). Assim, aumento dos teores dessas variaveis pela adicao
de NPK da agua residuaria depende do numero de cortes. Entretanto,
manganés, cobre e extrato etéreo tem efeito contrario em relagdo aos
tratamentos e cortes (Figura 10). Os teores de zinco, ferro, potassio, nitrogénio
e proteina bruta tém efeitos positivos em funcédo dos tratamentos e dos cortes
(Figura 10). Mas, as concentragdes de magnésio, fosforo e célcio tem efeito
negativo em relacao aos dois parametros. Apenas os teores de cobalto ndo tém
nenhum efeito em relacdo ao tratamento e os cortes que parece ser
caracteristica da fisiolégica da planta. Portanto, essas variagdes negativas,
neutras e positivas na composicao bromatolégica no capim Marundu mostram
que a concentracdo de NPK adicionada no solo e 0 manejo do nimero de cortes
podem contribuir para uma melhor composi¢cdao nutricional do capim que foi

irrigado com efluente doméstico.
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Figura 10: Analise de componente principal da composi¢cao bromatolégica do
capim Brachiaria brizantha cv Marandu (Tabela 10) em fungao dos sistemas de

manejos de adubacao (tratamentos) e dos cortes.
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. CONCLUSOES

A fertirrigacdo mostrou ser uma alternativa viavel para utillizacado de aguas
residuarias domésticas na agricultura no solo do Cerrado o que pode
representar uma reducao da quantidade de esgostos domésticos descartados
nas bacias hidricas;

Os manejos de adubacédo com até 60% de NPK oriundo da agua residuaria
valida esse uso;

As alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do solo apos a fertirrigacao
dependem do tempo de aplicacdo, do tipo de cultura utilizada e das
caracteristicas do solo e do efluente utilizado;

O uso de fertilizantes oriundos da agua residuaria doméstica contribuiu
positivamente com a abundancia de bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
microrrizicos arbusculares no solo;

A fertirrigacdo aumentou a produtividade de massa seca foliar indicando que
o NPK da &gua residuaria € mais disponivel para a planta que o NPK
comercial;

A fertirrigacdo de cultura agricola, em especial capim Marandu, com esgoto
doméstico concorre como alternativa biotecnologica de grande potencial de

uso em solo do Cerrado.
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The use of wastewater in agriculture is an altemative means of reducing wastewater release into water
sources. This process, known as fertigation is an opportunity to make use of organic matter and other
nutrients in wastewater for agricultural productivity. The presence of organic matter in these effluents
serves as biofertilizer. Since 19 century in Britain, fertigation had been widely accepted due to the
scarcity of water, the large amount of sewage produced and the concern about the final destination of
wastewater. However, salinization, contamination of soil and agricultural products with the microbial
pathogens and presence of heavy metals may limit the use of wastewaters in agricultural system. Thus,
the plantation of agronomic varieties that do not have direct use as human food are optional cultivars,
which may not have implications of fertigation with domestic wastewater. Fertigation with wastewater
will be a nutritive support for the cultivation of Brachiari brizantha ov Marandu in cerrado soil that is
considered as low fertility soil. Soil microorganisms ame fertility indicators. For example, nitrogen fixing
bacteria (NFB) and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) has great potential to assist in the dewvelopment
of plant warieties under irrigation with domestic wastewater. These micmorganisms are good
parameters to be used in the analysis of changes that occur when sewage is applied into the soil.
Furthermore, microbes contribute to the structuring of the soil, degradation of organic matter and
nutrient availability to the biotic component of soil. Despite the limitations of fertigation with domestic
sewage, itis a great alternative to use wastewater for nutritional enrichment to the soil that will be used
for planting of agricultural crops of commercial interest.

Key words: Brachiarna brizantha, agriculiure, salinization, diszotrophic bactena, mycorrhizal fungi.

INTRODUCTION

Water is &8 natural resource that is assential to life, abundance in the country, it has its quantity and quality
sconomic and social development. Although found in compromised, espacially in metropolises that genarate
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8.2 llustracoes do experimento

Figura S1: llustracées da evolugdo do experimento de fertirigacdo do capim
Brachiaria brizantha cv. Marandu em solo do Cerrado com &gua residuaria
doméstica. Experimento foi realizado de maio de 2015 a fevereiro de 2016 na
area experimental do Laboratorio de Recursos Hidricos do Centro Universitario
Luterano de Palmas (CEULP/ULBRA), localizado na cidade de Palmas-TO. A-
Capim Brachiaria brizantha cv Marandu aos 57 dias (20 de agosto de 2015). B -
Capim em novembro antes do 19 corte. C - Capim em 25 de dezembro na
véspera do 209 corte. D- Um dia apds o 2%corte (05 de janeiro de 2016). E — Capim
na véspera do 3° corte. F —Amostras a serem encaminhadas ao Laboratério para

andlises quimica- bromatologica.



8.3 Procedimentos das analises estatisticas

Welcome to Minitab, press F1 for help.

Nested ANOVA: massa seca versus Tratamento; corte
Analysis of Variance for massa seca

Source  DF SS MS F P

Tratamento 4 2.36639E+07 5.91597E+06 0.800 0.552
corte 10 7.39806E+07 7.39806E+06 39.635 0.000
Error 45 8.39943E+06 186653.9126

Total 59 1.06044E+08

Variance Components

% of
Source Var Comp. Total StDev
Tratamento -123507.886* 0.00 0.000
corte 1802851.934 90.62 1342.703
Error 186653.913 9.38 432.035
Total 1989505.847 1410.498
* Value is negative, and is estimated by zero.

Expected Mean Squares

1 Tratamento 1.00(3) + 4.00(2) + 12.00(1)
2 corte 1.00(3) + 4.00(2)

3 Error 1.00(3)

One-way ANOVA: massa seca versus corte

Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level o =0.05

Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information

Factor Levels Values

corte 3 1,2;3

Analysis of Variance
Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
corte 2 65146858 32573429 45.40 0.000
Error 57 40897053 717492
Total 59 106043911
Model Summary
S R-sq R-sqg(adj) R-sq(pred)
847.049 61.43% 60.08% 57.27%
Means
corte N Mean StDev 95% ClI
1 20 1109.1 436.3 (729.8; 1488.3)
2 20 3142 1023 (2763; 3522)
3 20 3462 957 (3083; 3841)
Pooled StDev = 847.049
Interval Plot of massa seca vs corte
One-way ANOVA: massa seca versus Tratamento
Method
Null hypothesis All means are equal
Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a=0.05
Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information
Factor  Levels Values
Tratamento 51;2;3;4;5
Analysis of Variance



Source DF AdjSS AdjMS F-Value P-Value
Tratamento 4 23663868 5915967 3.95 0.007
Error 55 82380043 1497819
Total 59 106043911
Model Summary

S R-sq R-sqg(adj) R-sq(pred)
1223.85 22.32% 16.67% 7.55%

Means

Tratamento N Mean StDev 95% CI
1 12 1322 650 (614;2030)

2 12 2811 1461 (2103; 3520)
3 12 2908 1354 (2200; 3616)
4 12 2989 1136 (2281;3697)
5 12 2825 1345 (2117;3533)

Pooled StDev = 1223.85
Interval Plot of massa seca vs Tratamento

One-way ANOVA: massa seca versus corte

Method

Null hypothesis All means are equal

Alternative hypothesis At least one mean is different
Significance level a=0.05

Equal variances were assumed for the analysis.
Factor Information

Factor Levels Values

corte 31;2;3

Analysis of Variance
Source DF  AdjSS AdjMS F-Value P-Value
corte 2 65146858 32573429 45.40 0.000
Error 57 40897053 717492
Total 59 106043911
Model Summary
S R-sq R-sqg(adj) R-sq(pred)
847.049 61.43% 60.08% 57.27%
Means
corte N Mean StDev 95% Cl
1 20 1109.1 436.3 (729.8; 1488.3)
2 20 3142 1023 (2763; 3522)
3 20 3462 957 (3083; 3841)
Pooled StDev = 847.049
Interval Plot of massa seca vs corte
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