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“Saber esperar é uma virtude! Aceitar, sem questionar, que
cada coisa tem um tempo certo para acontecer... E ter fé!”

- A espera de um Milagre

“Néo escute as pessoas negativas. Junte-se a quem enxerga a
vida com bons olhos. Alie-se aos que lhe amam de verdade e
que curtem seu sucesso.”

- Desconhecido
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RESUMO

O solo ¢ o habitat de uma grande variedade de micro-organismos, dentre eles estdo as
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPR) que sdao bactérias que habitam a
rizosfera, regido do solo que sofre influencia das raizes. Elas podem aumentar o crescimento
de plantas por promoverem a solubilizagdo de fosfatos minerais, fixacdo bioldgica de
nitrogénio e produ¢do de hormdnios de crescimento, como auxinas e giberelina. Além disso,
sdao importantes agentes de biocontrole, pela produgao de compostos de baixo peso molecular,
como a B-1,3-glucanase, quitinases, antibidticos, acido cianidrico e sideroforos. Diversos
géneros de micro-organismos vém sendo estudados quanto a capacidade de promover
crescimento, entre eles destaca-se o Bacillus spp., principalmente os entomopatogénicos, que
possuem a capacidade de produzir enddsporos e toxinas, importantes nos controle de pragas
agricolas. Para aplicar com sucesso tais agentes, ¢ necessario um grande entendimento de sua
ecologia. Um maior conhecimento em relagdo a diversidade, distribui¢ao e atividades de
rizobactérias ¢ de extrema importancia para a identificacio de novas linhagens, para a
formulacao de inoculantes estaveis de alta qualidade e prazo de vida adequado. A utilizagao
de um tnico método de caracterizacdo, seja ele fenotipico ou genotipico, ndo ¢ o
suficientemente preciso para a caracterizagdo de um organismo, mas o emprego conjunto das
técnicas classicas e moleculares desempenha um papel fundamental na identificacdo de
espécies. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar
morfologica e geneticamente bactérias do género Bacillus spp., nativas de solo de diferentes
manejos de cultivo e sistema natural da regido oeste do estado do Parana, visando o
reconhecimento de novas estirpes com potencial para agente de biocontrole. Foram avaliados
seis diferentes manejos, sendo eles o plantio direto (M1), horticultura (M2), pastagem (M3),
sistema agropastoril (M4), mata nativa (M5) e plantio convencional (M6), obtendo um total
de 208 isolados, sendo que o manejo com horticultura (M2) apresentou o maior numero de
representantes. Na caracterizacdo morfologica e genética, utilizando técnica de ARDRA da
regido intergénica 16S-23S do rDNA, o manejo agropastoril (M4) foi o que apresentou a
maior diversidade, seguido de perto pela mata nativa (M5) e o manejo horticultura (M2). O
indice de diversidade de Shannon e Simpson também apontou o sistema agropastoril (M4)

como o de maior diversidade de Bacillus spp.

Palavras-chave: Bacillus, controle biologico, BPCPs, micro-organismos, ARDRA.



1 INTRODUCAO

O crescimento da agricultura brasileira teve inicio na década de 60 e 70, com o
desenvolvimento do setor através implementagdo de programas governamentais orientados
pelos principios modernizantes da Revolu¢ao Verde, rompendo com praticas ultrapassadas e
adotando novas formas de producio (CAMPANHOLA e BETTIOL, 2003; FERREIRA et al.,
2009). Esse programa surgiu com o propoésito de aumentar a producdo agricola através do
desenvolvimento de pesquisas em sementes, fertilizagdo do solo e utilizagdo de maquinas no
campo que aumentassem a produtividade. Entre os principais mecanismos utilizados pelo
Estado para a modernizagdo da agricultura estdo o investimento publico em infraestrutura;
estabelecimento de projetos especiais e programas regionais; desenvolvimento da
agroindustria; reestruturagdo da pesquisa agropecuaria ¢ da extensdo rural; incremento do
crédito rural; subsidios para a aquisi¢ao de insumos modernos (ALENCAR, 2000).

Apesar dos beneficios trazidos pela modernizacdo agricola, muitos problemas foram
observados devido a falta de conhecimento sobre os impactos ambientais causados aos
ecossistemas, como a contaminagdo do solo ¢ da agua, e o surgimento de resisténcia de
doencas e pragas, através do uso exagerado de defensivos agricolas e fertilizantes quimicos.
Esses problemas contribuem para o desequilibrio bioldgico, como a perda da biodiversidade
de micro-organismos benéficos, principalmente nos ciclos biogeoquimicos € na promogao de
crescimento vegetal (MORANDI e BETTIOL, 2009). Portanto, para garantir a viabilidade da
comunidade bidtica ¢ essencial conservar a qualidade do solo.

Diversos métodos vém sendo utilizados a fim de manter a qualidade dos solos
cultivado e naturais, entre eles estd o uso de micro-organismos em bioprodutos, mas a sua
utilizacdo exige a identificagdo e caracterizagdo das estirpes. Varios métodos moleculares
foram desenvolvidos a partir da década de 90, possibilitando a identificagdo de um niimero
cada vez maior de micro-organismos (WIDMER et al., 1998), contribuindo para o avango da
caracterizacdo da diversidade presente no solo e em outros substratos (SILVA et al., 2003;
JONES e THIES, 2007; MILETTO et al., 2007, ZHANG et al., 2007).

O solo ¢ um habitat com enorme variabilidade de micro-organismos, vegetais
(microflora) e animais das mais variadas dimensdes. Dentre os principais micro-organismos
presentes neste habitat de extrema importancia, estdo as rizobactérias: individuos que habitam
a regido do solo que sofre influéncia das raizes, chamada rizosfera, podendo ser classificados

como patdgenos, neutros e benéficos, de acordo com os efeitos causados nas plantas



(DOBBELAERE et al, 2003). As bactérias benéficas, conhecidas como promotoras de
crescimento de plantas (BPCPs) sdo residentes epifiticas ou endofiticas, ndo patogénicas, que
atuam na promog¢dao de crescimento de forma direta, pela produgdo de fitormonios,
solubilizacao de minerais e fixagdo bioldgica de nitrogénio, ou indireta, principalmente como
agentes de controle biologico de doengas de plantas (MARIANO et al., 2004). Dentre as
principais bactérias consideradas benéficas destacam-se: Pseudomonas spp. fluorescentes,
Bacillus spp., Azospirillum spp.e Azotobacter spp (COELHO, 2006).

Dentre os antagonistas mais estudados, o Bacillus destaca-se no controle de doengas
do filoplano e em pés-colheita (PUSEY et al.,1986; FERREIRA et al., 1991; BETTIOL et al.,
1994; MONTEIRO et al, 2012). O género Bacillus spp ¢ um dos mais importantes
encontrado no solo, principalmente os entomopatogénicos, que possuem a capacidade de
produzir enddsporos e toxinas, importantes nos controle de pragas agricolas (HABIB e
ANDRADE, 1998; DIAS et al., 1999; FRITZ et al., 2010).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar morfoldgica e
geneticamente bactérias do tipo Bacillus spp, nativas de solo de diferentes manejos de cultivo
e sistema natural da regido oeste do estado do Parand, visando o reconhecimento de novas

estirpes com potencial para agente de biocontrole.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO DE PLANTAS

O solo ¢ o habitat de uma grande variedade de micro-organismos, vegetais
(microflora) e animais das mais variadas dimensdes (microfauna e macrofauna). A agao
microbiana do solo depende de diversos fatores, como temperatura, arejamento ¢ condigdes
de umidade, reagdo e teor em elementos nutritivos, além da competi¢do e antagonismos que
se estabelecem entre os proprios grupos de micro-organismos (KATO et al., 2006).

As principais atividades exercidas pela microbiota do solo ¢ a decomposi¢ao da
matéria organica, produgcdo de xenobiodticos e himus, ciclagem de nutrientes e energia,
fixagdo de nitrogénio atmosférico, produ¢ao de compostos complexos que causam agregagao
do solo, e controle biologico de pragas e doencas (RECHE e FIUZA, 2005).

As bactérias sdo o grupo mais importante de micro-organismos do solo, no qual, em
condicdes favoraveis, atingem nimeros extraordinariamente elevados. As rizobactérias sdao
bactérias que habitam a rizosfera, regido do solo que sofre influencia das raizes, podendo ser
classificadas como nocivas, neutras ou benéficas. Dentro desse grupo estdo as rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (PGPR) (DOBBELAERE ef al., 2003). Essas bactérias
podem ser epifiticas, que habitam a superficie dos tecidos vegetais, ou endofiticas, que
residem no interior das plantas sem causar dano. Elas podem atuar diretamente na promogao
de crescimento, produzindo compostos que auxiliem na nutricdo das plantas e/ou que
facilitem a entrada de certos nutrientes do ambiente para as plantas por promoverem a
solubilizacdo de fosfatos minerais, fixacdo biologica de nitrogénio e producdo de hormonios
de crescimento, como auxinas e giberelina; ou indiretamente como agentes de controle
biologico de doengas, reduzindo ou prevenindo a a¢do de micro-organismos (MARIANO et
al., 2004; COELHO, 2006; KUSS, 2006).

Diversos géneros de bactérias vém sendo estudados quanto a capacidade de promover
crescimento, entre eles destacam-se os Bacillus spp., Pseudomonas spp. fluorescentes,
Azospirillum, Azotobacter spp (COELHO, 2006) e Rhizobium (VENEGAS e SCUDELER,
2011), dos quais apresentam beneficios na germinag¢do de sementes, emergéncia de plantulas
e crescimento das plantas (LAZZARETTI e BETTIOL, 1997).

O mercado consumidor de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas tem

aumentado significativamente em diversas partes do mundo, auxiliando na aceleragdo do



desenvolvimento e rendimento de culturas agronomicamente importantes (CHEN et al., 1994;
AMARA e DAHDOH, 1997; ASGHAR et al., 2002; SILVA et al., 2006).

Experimentos em condi¢cdes controladas ¢ em condi¢cdes de campo mostraram
aumento da emergéncia de plantulas em até 100% ocasionadas por P. fluorescens e P. putida
quando submetidas a condi¢des de baixa temperatura do solo (KLOEPPER et al., 1986). Da
mesma forma esses autores verificaram que plantas originadas de sementes com
Pseudomonas, tiveram um conteudo de massa seca maior que o controle quando mantidas a
um periodo de frio, sendo atribuida essa promoc¢ao da emergéncia de plantulas a produgao de
antibioticos por estas bactérias (HOFTE et al., 1991). Dileep et al. (1998) inocularam
espécies de Pseudomonas fluorescentes isoladas da rizosfera de arroz e pimentdo em
sementes de arroz, amendoim e quiabo. A germinacdo das sementes, principalmente no
amendoim, o comprimento dos ramos e raizes, crescimento das plantulas e a producao das
culturas aumentaram com a inocula¢do das espécies. Em plantas de alface hidroponico,
Utkhede et al. (2000) verificaram que o produto formulado a base de Bacillus subtilis,
aumentou a massa da matéria fresca da parte aérea e raizes, e reduziu o indice de doengas nas
plantas.

Bactérias do género Bacillus estdo incluidas entre as BPCPs (CHANWAY et al.,
2000). Essas bactérias apresentam diversas caracteristicas favoraveis para a produgdo de
inoculantes comerciais, como produ¢do endosporos, manuseio e aplicacdo facilitada, inclusive
em mistura com outros defensivos. Outro aspecto que as inclui entre as rizobactérias ¢ a sua
capacidade de controle bioldgico e producdao de antibidticos (FREITAS e PIZZINATTO,
1997, SANTOS et al., 2006).

Portanto, a busca e utilizagdo de novas bactérias com aplicabilidade biotecnologica
tem cada vez suporte nas pesquisas que visam desenvolver meios para exploracdo desses
potenciais. Dentro deste contexto, a produgdo agricola pode ter um aumento significativo com

a inoculagdao de BPCPs (CADETE, 2009).

2.2 Bacillus spp. NO CONTROLE BIOLOGICO DE FITOPATOGENOS

O controle de pragas e doengas tem sido realizado através do emprego de defensivos
quimicos, que aplicados de forma errada, causam desequilibrio ecoldgico. A utilizagdo de
forma exagerada desses produtos causa poluicdo do meio ambiente, atuando sobre inimigos

naturais € promovendo o surgimento de populagdes resistentes. Essa eficacia inadequada do



controle quimico impulsionou crescimento do controle bioldgico como alternativa para a
gestao integrada da doenga e pragas em vérias culturas (PRACA et al., 2004; MAFIA et al.,
2009)

O controle microbiano ¢ uma forma de biocontrole que utiliza micro-organismos
entomopatogénicos no controle de pragas, porém para a efetividade deste procedimento
também se faz necessario o uso de um conjunto de medidas que trabalhem em harmonia com
0 meio ambiente, como o manejo integrado de pragas e doengas, diminuindo as populagdes e
os efeitos das pragas e doencgas na agricultura (ALVES et al., 2008).

O crescimento de fitopatdgenos como fungos, bactérias, insetos e nematdides, pode ser
inibido através da agdo antagonista de micro-organismos benéficos, principalmente bactérias
que habitam a rizosfera das plantas. As rizobactérias pertencentes aos grupos das
Proteobacteria (Pseudomonas e Burkholderia) e Firmicutes (Bacillus e géneros afins) sdo os
mais bem estudados em relagdo aos efeitos supressores causados a patogenos de vegetais
(RAAIUMAKERS et al., 2009).

Os fitopatogenos atacam as plantas de diversas formas, através producdo de
fitotoxinas, alteracdo na disponibilidade de 4gua, ions e substancias promotoras de
crescimento de plantas (JAGADEESH et al., 2006). Varios mecanismos podem ser utilizados
pelas rizobactéria a fim de inibir o crescimento desses patogenos, dentre eles podemos citar a
producdo de substincias antimicrobianas, por exemplo, sideréforos, B-1,3 glucanase,
quitinases, antibidticos e acidos cianidricos (ARAUJO et al., 2005; HAAS e DEFAGO, 2005;
PAL e GARDENER, 2006; COELHO, 2006); competicdo por espago € nutrientes com
fitopatdgenos e outros micro-organismos prejudiciais a rizosfera (PEIXOTO, 1997; ROBIN et
al. 2008); e indugdo de resisténcia nas plantas (LUZ, 1993; WALL e SANCHEZ, 1993;
BUCHENAUER , 1998; VANLOON et al., 1998; CATTELAN et al., 1999; ENEBACK e
CAREY, 2000; RAMAMOORTHY et al., 2001; WHIPPS , 2001; VISWANATHAN e
SAMIYAPPAN, 2002; BARROS et al., 2010).

Apesar de serem poucas as bactérias com alta capacidade de controlar as populacdes
de insetos, varias espécies sdo consideradas potenciais, entretanto somente as do género
Bacillus spp., principalmente a Bacillus thuringiensis (Bt), sdo utilizadas em larga escala para
o controle biologico de insetos (POLANCZYK et al., 2008).

Diversos estudos realizados destacam a importancia das rizobactérias no biocontrole
de doencgas e pragas em diversas culturas e no pos-colheita. Luz (1993) cita a eficiéncia de
diversos antagonistas na reducdo do mal-do-pé do trigo (Gauemannomyces graminis var.

tritici), onde o Bacillus subtillis apresentou um maior controle da doenga, 98% de protecao,



quando comparado aos outros antagonistas. Perondi et al. (1996) reduziu no campo a giberela
do trigo (Giberella zeae — Fusarium graminearum) utilizando B. subtilis, Bacillus sp. € a
levedura Sporobolomyces roseus na faixa de 67 a 87 %.

Silva-Werneck et al. (2000) com o objetivo de encontrar principios ativos no
controle da lagarta-do-cartucho, testou 205 isolados de Bacillus spp. obtidos de diferentes
regides brasileiras, onde somente um isolado apresentou 100% de mortalidade. Valicente e
Barreto (2003) testaram um total de 3.408 cepas de Bacillus thuringiensis contra Spodoptera
frugiperda coletados a partir de 1448 amostras de solo em 10 estados brasileiros pertencentes
a quatro regides geograficas distintas. Um total de 62 % matou entre 81% e 100% e 1758 nao
causaram mortalidade. A maior propor¢ao de cepas eficientes, com mortalidade acima de
75%., foi encontrada a partir do total de isolados da Regido Sul (16,6%), seguido pelas regides
Centro-Oeste (3,1%), Sudeste (1,1%) e regido Nordeste (0,4%). Polanczyk, (2004) analisou
24 amostras de solos coletadas no estado de Sdo Paulo, isolando 461 coldnias bacterianas, das
quais 190 foram identificadas como Bacillus thuringiensis (Bt). Cavaleiro et al. (2005) a
partir do processamento de 94 amostras de solos e 2 de insetos mortos, isolaram novas
estirpes de Bacillus obtendo 32 estirpes de Bt ¢ 5 de B. sphaericus.

Moreira ¢ Araujo (2013) caracterizaram o efeito antagonista contra Aspergillus
niger de 127 isolados bacterianos do género Bacillus spp. obtidos de raizes jovens de
Eucalyptus urograndis, onde 15% dos isolados apresentaram maior acdo inibitdria ao
crescimento do fungo. Estudos realizados por Cunha (2006) e Araujo et. al (2011) sobre o
efeito antagonista de rizobactérias, verificaram que além da capacidade de biocontrole, esses
micro-organismos promoviam o crescimento de plantas, sendo um importante critério de
avaliacdo na selecdo de estirpes para promogado de crescimento vegetal.

Embora haja inlimeros relatos sobre os beneficios das BPCPs no aumento da producdo
de culturas agricolas, a utilizagdo desses micro-organismos como inoculantes comercial nem
sempre tem fornecido bons resultados, devido as suas dificuldades de se estabelecer e
sobreviver nas diferentes condi¢des edafoclimaticas (ATKINSON e WATSON, 2000). A
inconsisténcia dos resultados dos agentes de controle no campo esta relacionada com a
complexa interacdo das plantas hospedeiras, patdgeno, antagonista € 0 meio ambiente.

Para aplicar com sucesso tais agentes, ¢ necessario um grande entendimento de sua
ecologia. Um maior conhecimento em relagdo a diversidade, distribuicao e atividades de
rizobactérias ¢ de extrema importancia para a identificacdo de novas linhagens, para a
formulag¢do de inoculantes estaveis de alta qualidade e prazo de vida adequado, e para

determinagdo de quais as lavouras em que eles poderao ser aplicados (GARDENER, 2004).



2.3 DIVERSIDADE DE Bacillus spp. NO SOLO.

A microbiota do solo depende das distintas reagdes quimicas que nele ocorrem, sendo
alteradas sempre que houver algum tipo de interferéncia no ecossistema. Portanto, a execugao
de diferentes tipos de manejo afeta a disponibilidade de diferentes substratos, determinando
dessa forma o favorecimento ou inibi¢ao dos diferentes grupos microbianos (CASTRO et al.,
1993). Porém, apesar do solo cultivado ser utilizado de forma continua para diversas praticas
agricolas, ele também pode ser considerado rico microbiologicamente, pois ainda pode
abrigar diversos micro-organismos considerados importantes no controle biologico de
doengas e pragas da agricultura (AZEVEDO, 1998a).

Neste contexto, a coleta e isolamento de entomopatdégenos sdo de extrema
importancia, pois fornece subsidios para os estudos de dindmica populacional e ecologia dos
micro-organismos no ambiente em que se encontram, permitindo a formacdo de bancos ou
cole¢des voltadas para atividades didaticas e cientificas, pois dentre a vasta quantidade de
patégenos existentes, muitos tem potencial para ser empregados de forma aplicada em
programas de controle bioldgico de pragas e vetores de doengas (ALVES ef al., 1998).

O género Bacillus spp. ¢ um dos mais importantes encontrados no solo, principalmente
os entomopatogénicos, que possuem a capacidade de produzir enddsporos e toxinas,
importantes nos controle de pragas agricolas (HABIB e ANDRADE, 1998; DIAS et al., 1999;
JUNIOR, 2011). Atualmente na “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”
organizada pelo pesquisador J.P. Euzéby ha citagdo de 295 espécies e de 7 subespécies no
género Bacillus spp., conforme o site (www.bacterio.cict.fr/b/bacillus.html).

Os Bacillus caracterizam-se por apresentar forma de bastonetes, aerobias ou
anaerdbias facultativas, com parede celular estruturada em multicamadas e formacao de
endosporos resistentes a diversos fatores abidticos, como calor, frio, condi¢des extremas de
pH, pesticidas, fertilizantes e ao tempo de estocagem (KLOEPPER, 1997; MONTEIRO,
2002). Além disso, ele secreta diversos compostos importantes de baixo peso molecular,
como antibidticos, moléculas sinalizadoras e enzimas extracelulares (GARDENER, 2004),
possibilitando sua ocupa¢do em diversos agroescossistemas.

Esse género possui varias espécies importantes, entre elas o B. thuringiensis é o de
maior destaque, caracterizando-se como uma bactéria gram-positiva produtora de proteinas
cry que possui atividade inseticida a diversos insetos, nematdides, protozodrios e acaros

(GILL et al., 1995; CAPALBO et al., 2005). Outras espécies importantes sdo B. sphaericus
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(SILVA et al., 2002; LITAIFF et al., 2008) Bacillus cereus (HANDELSMAN et al., 1990,
HABIB e ANDRADE, 1998; RYDER et al., 1999), Bacillus circulans (BERGE et al., 1990),
Bacillus firmus, Bacillus licheniformis (CHEN et al., 1996; GARCIA et al., 2004), Bacillus
subtilis (TURNER e BLACKMAN, 1991; ZHANG e SMITH, 1996; FILHO et al., 2011).

Diversos trabalhos estudam a diversidade de Bacillus spp. encontrados nos solo, Fritz
et al. (2010) estudaram a frequéncia de espécies desse género no solo de diferentes cultivos
de arroz irrigado, obtendo 336 bactérias, das quais 35,42% foram identificadas como B.
thuringiensis, 16,96% como B. cereus, 9,52% como B. sphaericus ¢ 38,10% como Bacillus
sp. Do mesmo modo, Polanczyk et al. (2004) isolando micro-organismos de solos orizicolas,
encontraram 772 colonias bacterianas, das quais 50,27% eram isolados de Bacillus. Dentre
estas, 79,0% foram identificados como B. thuringiensis e 21,0% como B. cereus.

Silva (2008) com objetivo analisar a distribuicdo e diversidade de isolados de Bacillus
thuringiensis (Bt) obtidos de diferentes ecossistemas do Estado do Espirito Santo, coletou 19
amostras de solos, obtendo 165 colonias bacterianas, sendo que sete foram identificados como
Bt.

Nos ultimos anos houve um aumento significativo no emprego de micro-organismos
em praticas agricolas, devido ao potencial que a promoc¢ao de crescimento vegetal e o controle
bioldgico tem de substituir os produtos quimicos, favorecendo dessa maneira a preservagao
do meio ambiente (SOUZA, 2001; PEIXOTO NETO et al., 2002), aumentando o interesse no
estudo da ocorréncia, do potencial de colonizacdo e da utilizagdo dessas bactérias

(MARIANO et al., 2004).

2.4 FERRAMENTAS NO ESTUDO DA DIVERSIDADE DE MICRO-ORGANISMOS

O crescente interesse pela comunidade microbiana da rizosfera e seus efeitos sobre o
solo e as plantas, aliado com surgimento das técnicas moleculares para caracterizagdo de
rizobactérias, contribuiu para o aumento do numero de géneros descritos como BPCP,
abrangendo grupos Dbacterianos pertencentes as familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae, além dos filos Actinobacteria e Firmicutes (RODRfGUEZ—DiAZ et al.,
2008).

A utiliza¢do de um unico método de caracterizagdo, seja ele fenotipico ou genotipico,

nao ¢ o suficientemente preciso para a caracterizagdo de um organismo, mas o emprego



conjunto das técnicas cldssicas e moleculares desempenha um papel fundamental na
identificagdo de espécies (RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2008).

As caracteristicas fenotipicas de um determinado micro-organismo nao sdo estaveis,
sofrendo alteragdes dependendo do meio ambiente, podendo haver diferengas em cada meio
de cultivo (HUNGRIA e SILVA, 2011). Porém, ainda assim, a caracterizagdo morfologica de
colonias bacterianas para a avaliagcdo de diversidade serve como um complemento importante
para as analises genéticas, uma vez que possibilita a constru¢do de agrupamentos de
individuos morfologicamente semelhantes. Portanto, a selecao de representantes dos grupos
permitird nas etapas posteriores de caracterizagdo, trabalhar com um nimero menor de
isolados, diminuindo a perda da informagdo acerca da diversidade do sistema agroecoldgico
(FONSECA et al. 2000). Na analise morfologica se estuda as mais diversas caracteristicas do
micro-organismo, dentre elas a morfologia das coldnias, formagdo de cépsulas, estudo da
motilidade, coloragdo de flagelos (YANNI et al., 1997, VALVERDE et al., 2003;
PRAYITNO e ROLFE, 2010) dentre outras, o que podem auxiliar na otimizag¢ao dos meios de
cultivo permitindo uma melhor probabilidade de obtengcdo mais segura e quantitativa de
diferentes isolados puros.

A caracterizagdo genotipica ou molecular, ao contrario da caracterizagdo fenotipica, ¢
estatica, nao sofrendo alteragdes devido ao ambiente (HUNGRIA e SILVA, 2011). A maioria
dos métodos moleculares que vém sendo empregados na caracterizagao de isolados, linhagens
e estirpes, tem como base técnicas inspiradas no PCR (Polymerase Chain Reaction).
Inimeros trabalhos relatam sobre o uso das mais diversas técnicas na caracterizagao
genotipica, sendo que a maioria utiliza o polimorfismo dos espacadores (IGS — Intergene
Sequences) do DNA ribossdmico, DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoreis), TGGE
(Temperature Gradient Gel Electrophoresis), PCR-SSCP (Single-Strand-Conformation
Polymorphism), PCR de seqiiéncias repetitivas de DNA (rep-PCR usando primers REP, ERIC
ou BOX), PCR com primers randomicos (RAPD, AP-PCR) e AFLP (Amplified Fragment
Lengh Polymorphism) (STRALIOTTO e RUMJANEK, 1999).

O método rep-PCR (repetitive-sequence-based-PCR) consiste na amplificagdo de
DNA através da utilizagdo de primers complementares a regides repetitivas e conservadas de
DNA, (de BRUIIN, 1992; VERSALOVIC et al., 1994), que estdo presentes em multiplas
copias do genoma da maioria das bactérias (MAHUKA et al., 2006). Existem trés grupos
principais de elementos repetitivos, incluindo as sequéncias REP (Repetitive Extragenic
Palindromic), formado por 35-40 pb (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus), que possui 124-127 pb (HULTON et al., 1991) e BOX, formado por 3
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subunidade: box A, formado por 54 pb; box B, que possui 43 pb; e box C, com 50 pb
(MARTIN et al., 1992); mas somente a subunidade box A ¢é altamente conservada em
bactérias (KOEUTH et al., 1995).

Outra técnica utilizada ¢ ARDRA (Analise de restricdto de DNA ribossomal
amplificado) que consiste na amplificacdo de uma regido do rDNA com posterior digestao
com uso de enzimas de restricdo, revelando o polimorfismo presentes nos fragmentos de
DNA analisados e no grau de conservacao dos sitios de restricdo do rDNA. Esta técnica ¢
bastante til para uma rapida analise da diversidade genética (GRIFONI et al., 1995). Os
acidos ribonucléicos ribossomais (rRNA) sdo considerados os biopolimeros mais adequados
para estudos de diversidade (LANE et al., 1985). No DNA das bactérias, os operons de
rDNA sdo compostos pelos os genes 16S, 23S e 5S (KLAPPENBACH et al., 2000) que sdao
separados por regides ITS (Internal Transcribed Spacer). Essa regido intergénica apresenta
maior variabilidade ndo s6 na sua composi¢ao de bases como também no seu tamanho quando
comparadas as regides génicas 16S ou 23S, sendo recomendada para estudos de individuos
com elevada afinidade genética (ROSADO et al., 1999).

Assumpgao et al., (2009) avaliando a diversidade bacteriana endofitica de sementes de
soja, identificaram 12 perfis de restricdo por meio da ARDRA, dentre eles Bacillus,
Paenibacillus, Pseudomonas. Em um estudo semelhante de diversidade de bactérias do
sedimento de manguezal da ilha do Cardoso Cananéia, por meio da técnica de ARDRA foram
obtidos 10 perfis de restricdo, que apds identificagdo por meio do perfil de acidos graxos
(MIDI-FAME), mostrou que os géneros Vibrio, Listonella, Aeromonas, Microbacterium,
Dermabacter,  Brevibacterium,  Paenibacillus  Staphylococcus,  Kurthia,  Bacillus,

Nesteronkonia, Kytococcus, Kocuria e Rothia foram os predominantes (DIAS, 2008).
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3 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral isolar e caracterizar morfologica e
geneticamente bactérias do tipo Bacillus spp, nativas de solo de diferentes manejos de cultivo
e sistema natural, visando o reconhecimento de novas estirpes com potencial para agente de

biocontrole e/ou outros potenciais biotecnologicos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar morfologicamente as estirpes obtidas nos diferentes manejos de cultivo;
e Agrupar geneticamente as estirpes por reagdo de ARDRA-PCR;
e Comparar a diversidade genética e morfologica dos grupos obtidos em relacdo aos

diferentes manejos de cultivo e natural;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA PESQUISA

O estagio foi realizado no laboratério de Microbiologia do Solo, no Instituto
Agronomico do Parana- IAPAR, localizada em Londrina — PR, sob a supervisao da Dra. Diva

de Souza Andrade.

4.2 COLETA DOS SOLOS

As coletas dos solos foram realizadas nas localidades de Palotina, Parque Estadual Sao
Camilo-Palotina, Toledo, Marechal Candido Rondon, Margarida-MCR e Francisco Alves,
todas localizadas na regido oeste do estado do Parand (FIGURA 1). Dentre os diferentes
manejos, cinco correspondem a areas agricultdveis e um representando a drea de mata nativa

(TABELA 1).
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FIGURA 1: Locais de coleta dos solos. Fonte: Google Maps.
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Para a coleta dos solos, selecionaram-se seis diferentes areas, representado pela letra
“M”. Os solos foram coletados em quatro repetigdoes diferentes, com auxilio de um trado
holandés, em uma profundidade aproximada entre 10 e 20 cm, local do solo que concentra a
maior parte do sistema radicular ativo e maior atividade microbiana (ANDRADE e
HAMAKAWA, 1994).

Cada area de coleta foi dividida em cinco transeptos paralelos, denominados como
transepto A, B, C, D ¢ E, tragados diagonalmente de acordo com o declive e dire¢dao do curso
de agua, homogeneidade do terreno, fertilidade do solo, derivagao de agroquimicos, entre
outros. Levou-se em consideragdo o efeito bordadura, desconsiderando-se, portanto, uma
borda de aproximadamente 50 metros na transi¢do entre lavoura-mata ciliar e mata ciliar-rio.
O transepto mais distante do leito de dgua, neste caso o transepto E, foi desconsiderado a fim

de manter maior homogeneidade dentro da area (FIGURA 2) (NEIVERTH, 2012).

Transepto C

Transepto B

Transepto A
“Bardas™:

Mata ciliar margem de 50
metros: Lavoura -

Leito de Agua (rio, lago, entre outros) mata ciliar - rio

FIGURA 2. Distribui¢do estatistica dos pontos de coleta de solo referentes as sub-amostras
por repeticdo em relagdo a gleba (tipo de manejo), utilizados para obtencdo dos isolados.

Os transeptos passaram a ser denominados de repeti¢cdes (repeti¢ao 1, 2, 3, 4), sendo
cada uma constituida por cinco sub-amostras. Estas foram coletadas a partir de uma linha
imaginaria em “zigue-zague” tracada sobre o transepto, promovendo uma maior
homogeneidade dentro da repeti¢do. Apds a coleta das cinco sub-amostras por repetigdo, estas
foram homogeneizadas, separando uma amostra deste solo, devidamente etiquetado e mantido
em gelo durante a coleta (BUCKLAND et al., 2001). Os pontos de coleta das sub-amostras
por repeticdo dentro de cada tipo de manejo foram obtidos por Global Positioning System

(GPS) (TABELA 2).
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TABELA 1: Pontos de coleta das sub-amostras por repeticdo de acordo com cada tipo de manejo, obtidas por Global Positioning System (GPS).

Manejo

Local

Repeticoes

R1

R2

R3

R4

M1

M2

M3

M4

MS

Me

Plantio Direto

Horticultura

Pastagem

Sistema Agropastoril

(Soja- Gado)

Mata nativa

Plantio Convencional

Palotina

Toledo

Marechal

Franscisco Alves

Parque Sao Camilo

— Palotina

Margarida — MCR

S 24°15° 6052
W 53°46> 4,974

S 24°48°11,466”
W 53°46° 34,14

S 24°31° 23,4804
W 54°4° 23268

S 24° 422,96
W 53°50° 40,6868’

S 24°18° 28,944
W 53° 54 16,6608

S 24°56° 7,8216”°
W 54° 17 50,91

S 24° 15 24,156
W 53° 56’ 4,9236”

S 24°48° 11,466
W53°46° 34,14

S 24°31° 23,28”
W 54° 4° 3,486’

S 24°3° 56,1492’
W 53°51” 55,9008

S 24°18° 30,1788’
W 53° 54’ 18,4032

S 24° 56’ 7,8216”°
W 54°17° 50,91

S 24°15° 23,5512
W 53°55” 58,3464

S 24° 48’ 11,466’
W53°46° 34,14”

S 24°32°3,9912”
W 54°3°5,6772

S 24°4° 22,2916
W 53°50° 37,554

S 24° 18’ 33,0552’
W 53° 54’ 24,1884

S 24°56° 7,8216”
W 54° 17 50,91

S 24°15° 23,7312
W 53° 55 57,4716

S 24°48° 11,466’
W53°46° 34,14

S 24°32°3,9912”
W 54°3°5,6772

S 24°5° 49,0488’
W 53°5° 40,2948

S 24°18° 29,0304
W 53° 54° 23,814’

S 24°36° 25,1316
W 54°10° 3,0612”°
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4.3 SELECAO DE ISOLADOS DE Bacillus spp.

Para o isolamento, foram pesadas 10 gramas de solo de cada repeti¢do dos diferentes

manejos de cultivo e diluidas em 90 mL de solu¢do salina 0,85% em frascos contendo pérolas

. . e~ -1
de vidro, previamente autoclavados, obtendo dessa forma uma dilui¢do 10~. Os frascos
foram mantidos em um agitador mecanico horizontal por 30 minutos. Em camera fluxo

laminar, 1 mL da solugdo ¢ transferida para novos tubos contendo 9 mL de solu¢do salina

0,85% de forma seriada, até obter as dilui¢des de trabalho, 103e 10 (VINCENT, 1970).

Os frascos contendo as dilui¢des de trabalho foram submetidos a um choque térmico
de 70°C por 10 min, para selecionar os micro-organismos pertencentes ao género Bacillus
spp. que sdo resistentes a esse tratamento (BUCHANAN e GIBBONS, 1975). Posteriormente,
foi efetuado o plaqueamento em triplicata de 100 uL de cada diluigdo em meio Digs
(BALDANTI, 2007) com pH ajustado para 6,5 e incubado por 48 horas em estufa a 28°C-30°C.
Este meio ¢ composto 2,0 g de glicose; 2,0 g de acido malico; 1,5 g de peptona bacterioldgica;
2,0 g de extrato de levedura; 0,5 g de K,HPOy; 0,5g MgS04.7H,0; 1,5 g de acido glutamico e
seu volume ajustado para um litro. Adicionou-se 13g de agar bacteriologico e depois foi

autoclavado a 120°C por 20 minutos.

44  QUANTIFICACAO E CARACTERIZACAO MORFOLOGICAS DOS ISOLADOS
DE Bacillus spp.

O crescimento bacteriano foi avaliado pelo método de Unidades Formadoras de
Colonias (u. f. c.), em que a quantificagdo ¢ dada pela contagem do numero de células viaveis
presentes em uma suspensdo. O método em placas tem como principio que cada coldnia
surgida ¢ originaria de uma unica célula viavel e leva em consideracdo a dilui¢do e inoculacio
realizadas corretamente (HUNGRIA ¢ ARAUJO, 1994).

As coldnias bacterianas foram caracterizadas morfologicamente de acordo com o
protocolo estabelecido por Fonseca et al. (2000), sendo considerados os seguintes aspectos:
tamanho (>2 mm, 1-2mm, puntiforme), forma (circular ou irregular), borda (lisa ou
ondulada), homogeneidade (homogénea ou heterogénea), cor (amarelo, amarelo claro,
amarelo esverdeado, amarelo forte, creme e branco), transparéncia (transparente ou opaca),
elevacao (presenca ou auséncia), muco (pouco, médio e muito) e tempo de crescimento dos

isolados.
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Os isolados bacterianos foram, apos a caracterizacdo morfologica, armazenados em
meio de cultivo Digs liquido contendo 30% glicerol, mantidas a -20°C. Este método de
manutengdo ¢ simples e barato, oferecendo boa seguranca para o armazenamento de diversos
micro-organismos a médio e longo prazo, pois diminui o metabolismo celular (COSTA e
FERREIRA, 1991; TORTORA et al., 2012). O glicerol age como um agente crioprotetor, a
fim de manter a estirpe com vida e preservar suas caracteristicas originais (BALATTI, 1992).
Ele impede a difusdo da 4gua no interior das células e reduz a formagao de cristais de gelo,
além de estabilizar alguns componentes da membrana celular, impedindo alteracdes celulares
(CAMPOS et al., 2004).

As andlises das caracteristicas morfologicas foram feitas utilizando o programa
BioNumerics (4Applied Maths, Versdao 7.1). Para a andlise de agrupamento e obtencdo dos
clusters foi utilizado o coeficiente de similaridade de Pearson e para a construgao do
dendograma foi escolhido o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method using

Arithmetic averages)

4.5 CARACTERIZACAO GENETICA

4.5.1 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA utilizou-se o protocolo modificado de Sambrook et al. (2001).
Para o procedimento, pipetou-se da solug¢do bacteriana crescida em meio Digs liquido 1,5 mL
de amostra para um tubo de 2,0 mL tipo Eppendorf, o qual foi centrifugada a 12.000 rpm por
2 minuto e descartado o sobrenadante. Adicionou-se 1 mL de solug¢do salina (NaCl 0,85%)
aos tubos para lavar o pellet e posteriormente centrifugados a 13.200 rpm por 2 minutos,
descartando o sobrenadante. Ressuspendeu-se o precipitado em 100 uL de TE 50:20 (50mM
de Tris e 20mM de EDTA-Na,, pH 8). Em seguida, adicionou-se 10 pL de SDS 1% (1 g de
Sodium Dodecyl Sulphate em 100 mL de H,O ultrapura), 5 pL de Lisozima (5 mg/mL em
H,0), agitando a solugdo rapidamente em vortex, sendo posteriormente incubada a 40°C em
banho seco (Dry Bath Incubator) por 10 minutos.

Apos o periodo de incubagido, a solugdo foi deixada a -20°C por 10 minutos. Ao final
do tempo, adicionou-se 62,7 pL de Acetato de Sodio 7,5 M (57,81 g em 100 mL de
H, O ultrapura), centrifugando por 13.000 rpm por 5 minutos.
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Apoés a centrifugacdo, adicionou-se aos tubos 500 pL de fenol-cloroformio-alcool
isoamilico (25:24:1), agitando os tubos por inversdao e centrifugando a 13.200 rpm por 10
min. Transferiu-se 500 uL do sobrenadante de cada amostra para um novo tubo eppendorf de
1,5 mL e adicionou-se 500 pL cloroféormio-alcool isoamilico, agitando os tubos por inversao e
centrifugando a 13.200 rpm por 10 min.

Transferiu-se 500 uL do sobrenadante de cada amostra para um novo tubo eppendorf
de 1,5 mL e adicionou-se 360 uL de alcool isopropanol gelado, invertendo lentamente o tubo
para precipitar o DNA. Os tubos foram armazenados por 15 minutos em ultrafreezer a -80°C.

Em seguida, as amostras foram deixadas por 10 minutos em repouso em temperatura
ambiente e centrifugadas a 12.000 rpm durante 15 min, descartando, posteriormente, o alcool
isopropanol e adicionou-se 400 pL de etanol 70% gelado para lavar o “pellet”, retirando o
excesso de sais. O mesmo foi centrifugado a 13.200 rpm por 5 min, descartando depois o
sobrenadante, tomando cuidado para ndo descartar o DNA. Os tubos contendo o DNA foram
deixados secando em temperatura ambiente em fluxo laminar por cerca de 30 minutos a 1
hora, e ressuspendidos em 50 pL de TE 10:1 (10 mM da Tris-HCI e 1mM de EDTA). As
amostras foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente para solubilizar o DNA e
depois armazenadas em freezer -20°C.

A verificagdo da pureza do DNA extraido foi feita aplicando 3 pL de corante de azul
de bromofenol e 4 pL do DNA em gel de agarose 1% a 80 V por 1 hora. Posteriormente o gel
foi corado com Brometo de Etidio por 15 min e visualizado sob luz UV em
fotodocumentador.

A quantificacdo do DNA foi realizada equipamento ScanDrop (Analytik Jena), através
de um chip. Cada chip possui 16 canaletas, na primeira adiciona-se 2 pL. do branco (TE 10:1)
e nas canaletas subsequentes adiciona-se 1 uL das suas amostras de DNA. O chip ¢ inserido
no equipamento onde primeiramente ¢ verificada a qualidade do DNA através do quociente
das absorbancias obtidas a 260 nm e 280 nm, quanto mais proximo de 2 for valor apresentado,
melhor ¢ a qualidade do DNA. Depois ¢ feita a quantificacio do seu DNA através das

absorbancias obtidas a 260 nm, o resultado ¢ apresentado em ng/0,5 pL.

4.5.2 Amplificagdo do DNA por PCR utilizando primers para regides intergénica 16S-23S
do rRNA

Para deteccdo da diversidade genética das estirpes, o DNA das bactérias foi

amplificado  pela  técnica de PCR com os  primers  FA-16S (5§’
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GGCTGGATCACCTCCTTTCT <3) e RC-23S (5° CCGGGTTTCCCCATTCGG ‘3) da
Invitrogen Life Tchnologies, para regides intergénicas (ITS) 16S-23S do rRNA (NAVARRO,
1992)

A reacdo foi realizada da seguinte forma: 35,2 puL de H,O ultra pura; 3,0 puL de
dNTPs; 1,5 uL de MgCl12 50 mM; 5,0 de tampao PCR 10 X; 1,5 puL de primer FA-16S (10
pmol/uL); 1,5 pL de primer RC-23S (10 pmol/uL); 2 uL de DNA 50 ng/uL; 1,5 U/uL de
innuTaq DNA polimerase (4nalytikjena), com um volume final de 50 pL. As reagdes de PCR
foram colocadas em termociclador para a reacdo de amplificagdo: 1 ciclo inicial de
desnaturagdo a 95°C por 5 min; seguido de 40 ciclos de 1 min a 94°C promovendo a
desnaturac¢do, 1 min a 55°C, para o pareamento do primer ¢ 2 min a 72°C para a extensao; 1
ciclo de extensdo final a 72°C por 3 min; manutengdo a 4°C.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese a 110 V por 1 hora, em
um gel de agarose a 1,5%, diluido em tampao TBE 1X pH 8,0. Nas canaletas no gel foram
aplicados 5 pL da reagdo de PCR e 5 uL de corante azul de bromofenol. Na primeira e na
ultima canaleta do gel foram aplicados 5 pL. do padrao de peso molecular de 1Kb (Plus DNA
Ladder™ - Invitrogen Life Technologies). Os géis foram corados com brometo de etideo e

fotografados sob radiagdo ultravioleta (UV).

4.5.3 Restricdo por ARDRA-PCR

O produto da PCR obtido foi clivado com endonucleases do tipo II. As enzimas
utilizadas na restri¢ao foram a Eco RI 10 U/uL (Invitrogen Life Tchnologies) que reconhece a
sequéncia 5’-GJAATTC-‘3 (MODRICH e ZABEL, 1976), Nde 1 5U/uL (Invitrogen Life
Tchnologies) que tem como sitio de reconhecimento quatro bases 5'-CA|TATG-3
(WATSON, 1982), e Pst I 10U/uL (Invitrogen Life Tchnologies) com sitio de
reconhecimento 5'-C| TGCAG-3' (BROWN e SMITH, 1976).

A reacdo foi realizada da seguinte forma: 1 pL. H,O ultra pura; SU/uL de enzima; 2 pL
de tampao, 1 pL BSA (Bovine Serum Albumin) a 0,4 mg/mL; 10 pL da reacao de PCR. As
reacdes foram incubadas a 37°C por 6 horas.

Os fragmentos foram separados por eletroforese a 100V por 1 hora, em um gel de
agarose 2,0 % diluido em tampao TBE 1X pH 8,0. Nas canaletas no gel foram aplicados 15
puL da reagdao de PCR e 5 puL de corante azul de bromofenol. Na primeira e na ultima canaleta

do gel foram aplicados 5 pL do padrao de peso molecular de 1Kb (Plus DNA Ladder™ -
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Invitrogen Life Technologies). Os géis foram corados com brometo de etideo e fotografados
sob radiacdo ultravioleta (UV), as bandas resultantes foram posteriormente analisadas pelo

programa BioNumerics.

4.5.4 Analise de agrupamento dos produtos obtidos por ARDRA-PCR

Os produtos da restricio foram analisados pelo programa BioNumerics (Applied
Maths, Versao 7.1), utilizando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
Arithmetic mean) que se baseia na média das distancias entre os perfis eletroforéticos, € o
coeficiente de similaridade Jaccard, que compara o nimero de bandas semelhantes entre si

com o numero total de bandas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TIPAGEM MORFOLOGICA DOS ISOLADOS

Dos solos coletados a partir dos diferentes manejos de cultivo, foram obtidos 208
isolados bacterianos, destacando-se com maior nimero de unidades formadoras de coldnias o
manejo M2 (horticultura) com 69 isolados e o M4 (agropastoril) com 61 representantes. O
terceiro maior numero refere-se ao solo do M3 (pastagem) com 29, seguido do M5 (mata
nativa) com 24 isolados. Ja os solos dos manejos M1 (plantio direto) e M6 (plantio
convencional) foram os que ficaram com menor numero de isolados, com 14 e 11

respectivamente (TABELA 3).

TABELA 2: Unidades Formadoras de Colonias (u.f.c) por manejo de cultivo
Total de Colonias por
Manejo Cidade Repeticio
Rl R2 R3 R4 TI1

M1 Plantio Direto Palotina 1 3 5 2 11
M2 Horticultura Toledo 24 15 25 5 69
M3 Pastagem Marechal 7 2 17 3 29

Sistema Agropastoril

M4 . Francisco Alves 24 11 16 10 61
(soja-gado)
M5 Mata nativa Parque Sao 4 3 11 6 24
Camilo

M6 Plantio Convencional Margarida—MCR 6 0 4 4 14

*R- repeticdes das coletas em cada manejo. T- total de nimero de isolados nas repetigdes de
cada tipo de manejo.

Em um agroecossitema a abundancia microbiana sofre variagdes ao longo das estagdes
do ano, havendo a cada estacdo a predomindncia de uma comunidade microbiana
acompanhada de outras pouco abundantes (TORSVIK e OVREAS, 2002). Tais variagdes
estdo relacionadas ao indice pluviométrico e ao clima da regido, ao teor e a qualidade dos
residuos vegetais, a estrutura e aos manejos agricolas adotados em cada agroecossistema

(ROGERS e TATE 111, 2001; TIEDJE et al., 2001), e a planta hospedeira presente (diferentes
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espécies, gendtipos, estadios de desenvolvimento e exsudatos radiculares) (PICARD e
BOSCO, 2008).

Os Bacillus sdao considerados micro-organismos ubiquos, nao se correlacionando com
qualquer caracteristica do solo ou rotagao de cultura, sendo capazes de se desenvolverem bem
em varios ambientes (QUADROS, 2013).

O maior nimero de isolados encontrados nas areas de horticultura (M2) e agropastoril
(M4) se deve, principalmente, ao fato de que nestes manejos, a presenga do vegetal de
cobertura no momento da coleta das amostras de solo, pode ter proporcionado a liberacao,
pelas raizes, de diferentes exsudatos possibilitando a selecdo de nimero maior de micro-
organismos presentes na regido rizosférica do solo, de onde as amostras foram retiradas
(COELHO, 2006).

Outra questdo relevante e que converge com o fator apontado anteriormente, ¢ que
nestas areas (M2 e M4), o periodo de entressafra, ou seja, o tempo em que o solo fica
descoberto ¢ muito curto, portanto a presenga da planta permite a deposi¢do de rejeitos
vegetais constantemente no solo proporcionando uma maior manuten¢do da composicio da
serrapilheira, o que estimula a presenca de uma série de micro-organismos envolvidos na
formacao da matéria organica e também nas relagdes associativas com vegetais (TIEDJE et
al.,2001).

A colonizagdo da rizosfera depende muito da habilidade da bactéria em utilizar os
diferentes exsudatos radiculares. Os compostos secretados pelas raizes das plantas servem
como importantes atrativos quimicos e repelentes na rizosfera (ESTABROOK e YODER,
1998; BAIS et al., 2001). Através da exsudacdo de uma vasta variedade de compostos, as
raizes podem regular a comunidade microbiana do solo na sua vizinhang¢a imediata, lidar com
herbivoros, incentivar simbioses benéficas, mudar as propriedades fisicas e quimicas do solo,
e inibir o crescimento de espécies de plantas concorrentes (NARDI ef al., 2000).

Coelho (2006) avaliando interacdo de Pseudomonas spp. € de Bacillus spp. com
diferentes rizosferas observou uma maior quantidade de Pseudomonas spp. fluorescentes na
rizosfera de alface crespa em relagdo as outras plantas analisadas; isso ndo ocorreu com
Bacillus spp., cujos nimeros foram semelhantes entre as vdrias rizosferas. Val-Moraes et al
(2009) comparando a diversidade em areas de horticultura e vegatacao natural, constatou uma
maior frequéncia de bactérias do filo Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobactérias no solo com
cultivo de hortalicas. A area analisada no estudo possui uma alta concentragdo de foésforo,

favorecendo a presenca do filo Firmicutes, principalmente o género Bacillus, que sdo
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descritas como bactérias com grande potencial de solubilizacdo de fosforo nos solos
(RODRIGUES e FRAGA, 1999).

Os manejos agropastoris (M4) representam uma alternativa para intensificacao do uso
da terra, pois garantem a sustentabilidade dos sistemas de producdo (RUSSELLE et al.,
2007). A inser¢do de animais pode alterar algumas propriedades do sistema, como reciclagem
de nutrientes e agregacdo do solo, e melhorar a sua qualidade (INGRAM et al., 2008;
CARVALHO et al., 2010).

Kaschuk et al. (2010) observou que pastagens bem manejadas, em rotacdo com
culturas anuais resultam em beneficios significativos ao carbono da biomassa microbiana
(CBM), enquanto pastagens continuas e degradadas resultam em decréscimos do CBM.

Araujo e Pedroso (2013) avaliando a colonizacdo de Bacillus na rizosfera de
Brachiaria decumbens, B. brizantha e Panicum maximum, verificaram baixo numero de
colonias isoladas. Estudos recentes relatam que estas gramineas produzem substincias no
sistema radicular que inibem o desenvolvimento de diversos grupos de bactérias
(SUBBARADO et al., 2009).

Areas naturais (M5) possuem comunidades microbianas estaveis que levaram milhdes
de anos para se formarem, desempenhando um papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos.
Perturbagdes antropicas no solo abalam o equilibrio do ecossistema, forcando os micro-
organismos a se adaptarem ao novo habitat. Diversos processos fisiologicos estdo envolvidos
nesta adaptacgdo, estimulando e/ou suprimindo a ocorréncias de comunidades microbianas
especificas (QUADROS, 2013).

Em solos de mata, as perdas de nutrientes do ecossistema sao menores em relacao a
aquelas sob campo, em consequéncia da maior diversidade da flora e melhor cobertura do
solo, a vegetacdo do ecossistema induz maiores modificacdes no solo, principalmente o
aumento do teor de matéria organica, gerando consequentemente aumento do niimero de
micro-organismos. (FONSECA, 1984).

Entretanto, solos com mata nativa, sem trato cultural, apresentam comunidades
bacterianas mais adaptadas ao meio ambiente, ou seja, um sinergismo maior e diversidade
menor quando comparada com area sob cultivo de hortali¢as, contudo, com esse plantio o
ecossistema sofreu uma alteracdo, aumentando a sua dindmica populacional e
consequentemente o aumento da diversidade bacteriana (VAL-MORAES et al., 2009)

O plantio direto (M1) € uma técnica agricola de cultivo sem preparo prévio do solo,
onde a semeadura ¢ feita sobre os residuos da cultura anterior. No cultivo convencional (M6),

os residuos pos-colheita sdo incorporados no solo com aragao e gradagem apos cada colheita.
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Historicamente ¢ sabido que nas condi¢des de plantio direto a preservacao da biota do solo se
da de maneira significativa em relacdo ao plantio convencional uma vez que, neste tipo de
manejo, a incorporagdo de rejeitos vegetais permite a sustentacdo da serrapilheira, o que
contribui para a manuten¢do das comunidades microbianas (CARVALHO, 1997; PEREIRA
et al., 2007)

No entanto, o baixo niimero de isolados obtidos nesses dois tipos de manejo, pode ter
sido pelo fato do momento da coleta ter sido realizado em periodo de entressafra, nao
havendo nenhuma cultura instalada durante a amostragem, portanto, a amostragem
microbioldgica obtida dos dois manejos (M1 e M6), provavelmente se limitou a selecionar
micro-organismos com capacidade de sobrevivéncia sem a presenca dos exsudatos e outros
compostos especificos da rizosfera, uma vez que, a composi¢ao das raizes interfere na
ecologia microbiana do solo (QUADROS, 2013).

Quadros (2013) avaliando a diversidade microbiana de solo cultivado com diferentes
composi¢des de gramineas e leguminosas sob plantio direto, obteve o género Bacillus como o
segundo mais abundante nos tratamento em geral, ndo havendo diferenca significativa entre
os tratamentos. Neste estudo, foram detectadas 110 espécies diferentes de Bacillus, sendo que
a espécie mais abundante nao foi classificada, seguido de B. niacini, B. cereus, B. fumarioli,
B. drentensis, B. senegalensis, B. soli, B. arbitinivorans, e B. thuringiensis.

Os 208 isolados obtidos foram agrupados por tipagem morfoldgicas no programa
BioNumerics, coeficiente de similaridade de Pearson, com similaridade de 70%, formando
um total de 24 grupos (G) (TABELA 4; ANEXO A). De acordo com o nimero de perfis e
agrupamentos morfologicos obtidos, verificou-se que o manejo M4 com 61 isolados, foi o que
obteve um maior numero de isolados distribuidos entre os grupos, estando presente em 18
grupos, o que supode a presenca de maior diversidade morfoldgica de isolados neste manejo,
seguido do M2 com 69 isolados distribuidos entre 17 grupos. Ainda em considera¢do a
distribuicao dos perfis nos diferentes grupos, destacou-se em seguida as areas M3 e MS5,

ambos distribuidos em 9 grupos, M1 e M6, com 8 grupos.

TABELA 3: Distribui¢@o dos isolados provenientes de areas sob diferentes manejos, segundo
a classificagao em grupos (G) da tipagem obtida pela analise das caracteristicas morfoldgicas
segundo Fonseca et al. (2000).

Manejos de cultivo
Grupos* TOTAL
M1 M2 M3 M4 M5 Mo

G1 0 2 0 3 0 0 5
G2 1 1 0 14 4 0 20




TABELA 3: CONTINUACAO

24

G3 0 2 0 1 0 0 3
G4 0 0 2 10 3 1 16
G5 0 2 0 2 0 0 4
Go6 1 4 0 1 0 0 6
G7 0 2 0 2 1 0 5
G8 0 1 1 0 0 0 2
G9 0 2 2 2 0 2 8
G10 2 2 0 1 1 0 6
G11 1 11 1 0 0 1 14
G12 0 12 4 6 0 2 24
G13 0 6 0 4 0 0 10
G14 0 1 2 3 0 1 7
G15 1 8 1 2 5 0 17
Gl1e6 1 11 15 4 1 0 32
G17 0 1 0 0 0 1 2
G18 0 0 0 1 0 0 1
G19 0 0 0 0 4 3 7
G20 1 0 0 0 3 0 4
G21 3 0 1 3 2 3 12
G22 0 0 0 1 0 0 1
G23 0 0 0 1 0 0 1
G24 0 1 0 0 0 0 1
TOTAL 11 69 29 61 24 14 208

* Grupos obtidos a partir dos agrupamentos morfoldgicos, representados no ANEXO A. M1 —
Plantio Direto; M2 — Horticultura; M3 — Pastagem; M4 — Sistema Agropastoril; M5 — Mata

Nativa; M6 — Plantio Convencional.

O grupo 16 foi o que apresentou maior numero de representantes (32), com isolados

advindos de todos os manejos, exceto o M6 (plantio convencional). Neste grupo destaca-se

ainda o manejo M3 (pastagem), por contribuir com o maior numero de isolados, 15 no total,

seguido pelo manejo M2 (horticultura) com 11, respectivamente. O segundo maior grupo € o

grupo 12, com 24 representantes. O maior numero de isolados foi obtido a partir do M2

(horticultura), com um total de 12. O terceiro grande grupo em numero ¢ o grupo 2

apresentando um total de 20 isolados. Destes, 14 pertencem ao manejo M4 (sistema
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agropastoril) e os demais distribuidos entre os manejos M1 (plantio direto), M2 (horticultura)
e M5 (mata nativa). Neste contexto, o grupo 4 ¢ G11 também foram considerados um bom
agrupamento, pois apresentaram um total de 16 e 14, respectivamente, sendo o que os
isolados do manejo M4 foram predominantes no primeiro grupo (10 representantes), € que os
isolados de manejo M2 no segundo (11 representantes) (TABELA 4).

O sistema agropastoril (M4) com 61 isolados foi o que apresentou maior diversidade
morfologica, este resultados pode ser devido a presenca de cobertura morta neste sistema,
provenientes das plantas das pastagens e os restos culturais de lavouras comerciais, podem
proporcionar um ambiente favoravel a recuperacdo ou a manuten¢do das propriedades
bioldgicas do solo (MENEZES e LEANDRO, 2004), estimulando a fauna edafica, as raizes e
a microflora do solo, o que permite manter o solo em equilibrio e permanentemente protegido
contra a degradagdao (FERREIRA et al., 2010).

A segunda maior diversidade foi observada no M2 (horticultura) com 69 isolados, isto
pode estar relacionado com a presenga da rizosfera, onde a atividade microbiana ¢ muito alta,
tanto as populagdes de micro-organismos, quanto a sua diversidade, podem responder

drasticamente as mudancas ambientais (SAITO, 2004).

5.2 ANALISE DE AGRUPAMENTO DOS PRODUTOS OBTIDOS POR ARDRA-PCR

A partir dos agrupamentos morfoldgicos foram selecionados 39 isolados para serem
submetidos a técnica de ARDRA-PCR, entretanto nenhum dos isolados do M1 (platio direto)
selecionados e alguns do M6 (plantio convencional) respondeu a técnica, seguindo com
somente com 25 isolados pertencentes aos restantes dos manejos.

Ap6s a amplificacdo, o produto do PCR obtido foi clivado com endonucleases do tipo
IT (FIGURA 3, 4, 5, 6), que cortam o DNA em pontos bem préximos ou dentro de suas
sequencias de reconhecimento, produzindo fragmentos de restricdo discretos e distintos no
gel. A Nde 1 ¢ uma enzima purificada a partir de Neisseria denitrificans (WATSON, 1982), a
Eco RI foi isolada a partir de Escherichia coli (MODRICH e ZABEL, 1976) e a Pst 1 foi
isolado a partir de Providencia stuartii (SMITH et al., 1976)



FIGURA 3: Perfil eletroforético de restricao da regido ITS com a enzima Nde 1.

FIGURA 5: Perfil eletroforético de restricao da regido ITS com a enzima Eco Rl e Pst L.
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FIGURA 6: Perfil eletroforético de restri¢ao da regido ITS com a enzima Pst¢ 1.

Os 25 isolados foram agrupados no programa BioNumerics, pelo indice de Jaccard,
com similaridade de 80%, formando um total 12 grupos (G) (TABELA 5; ANEXO B). O
manejo M4 foi o que obteve maior nimero de perfis distribuidos entre os grupos, estando
presente em 5 grupos, que supde a presenca de maior diversidade genética de isolados neste
manejo, seguido do M2 com os isolados distribuidos entre 3grupos. O M3 e M5 tiveram
respectivamente os representantes em 2 e 3 grupos, enquanto o M6 teve somente um
representante.

O grupo 3 foi o que apresentou maior numero de individuos, oito no total, com
isolados advindos dos manejos M2 ¢ M3. O segundo maior grupo ¢ o G8, com cinco
representantes, sendo que esses sdo pertencentes ao M4. Os grupos 9 e 12 tem um total de
dois isolados cada, pertencentes ao M2 e M4, respectivamente. Os restantes dos grupos

tiveram perfis isolados (TABELA 5).

TABELA 4: Distribui¢do dos isolados provenientes de areas sob diferentes manejos, segundo
a classificacdo em grupos (G) obtida pela andlise ARDRA-PCR

Manejos de cultivo

Grupos Total
M1 M2 M3 M4 M5 Mo
Gl 0 0 0 0 1 0 1
G2 0 0 0 0 0 1 1
G3 0 5 3 0 0 0 8
G4 0 0 0 1 0 0 1
G5 0 0 0 1 0 0 1
Go6 0 1 0 0 0 0 1
G7 0 0 0 0 1 0 1
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TABELA 4: CONTINUACAO

G8 0 0 0 5 0 0 5

G9 0 2 0 0 0 0 2

G10 0 0 1 0 0 0 1

G11 0 0 0 1 0 0 1

G12 0 0 0 1 1 0 2
Total 0 8 4 9 3 1 25

*Grupos obtidos a partir do agrupamento de restricdo de ARDRA-PCR, representados no
ANEXO B. Ml — Plantio Direto; M2 — Horticultura; M3 — Pastagem; M4 — Sistema
Agropastoril; M5 — Mata Nativa; M6 — Plantio Convencional.

A metodologia de ARDRA tem sido aplicada para diversos estudos de diversidade
microbiana, principalmente de micro-organismos associadas a vegetais ou a diferentes solos
(OVREAS e TORSVIK, 1998; CHELIUS e TRIPLETT, 2001; LAGACE et al., 2004),
diversidade genética de bactérias degradadoras de pesticidas (DESAINT et al, 2000) e
caracterizacdo de bactérias diazotréficas (CRUZ et al., 2001).

Azevedo (1998b) analisou os perfis de restricdo da regido intergénica 16S-23S rDNA
de 71 estirpes de Azospirillum amazonense, sendo observado no nivel intraespecifico, grande
diversidade genética entre essas estirpes. Em um estudo semelhante Reis Junior et al. (2006)
avaliaram a diversidade intraespecifica de isolados de Azospirillum amazonense isolados de
Brachiaria ssp. utilizando a andlise de restricdo da regido intergénica 16S-23S rDNA, separou
as estirpes estudadas dois grupos, com 56% de similaridade. Em outro estudo, Wu et al.,
(2006) desenvolveram um método baseado em ARDRA-PCR para identificar importantes
espécies do género Bacillus. Para isto foi um par de primers grupo-especifico para amplificar
o gene 16S de Bacillus mésofilos, aerdbios e formadores de esporos. O fragmento
amplificado foi digerido com as enzimas restricdo, onde foi possivel diferenciar espécies de

Bacillus de interesse.

5.3 ANALISE DE AGRUPAMENTOS OBTIDOS ATRAVES DE MORFOLOGIA E
ARDRA-PCR

Os 25 isolados foram agrupados de acordo com seus perfis de ARDRA-PCR e suas
caracteristicas morfologicas no programa BioNumerics, pelo indice de Jaccard, com
similaridade de 80% (TABELA 6; ANEXO C). De acordo com a distribui¢do dos isolados

nos diferentes grupos, pode-se observar que o manejo M4 novamente foi o que teve maior
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nimero de isolados distribuidos, estando presente em 5 grupos, seguido do M2 e M5 com os
isolados distribuidos entre em 3 grupos cada. O manejos M3 teve seus isolados agrupados em
2 grupos.

O grupo 5 foi o que apresentou maior nimero de representantes (8), proveniente dos
manejos M2 e M3. O segundo maior grupo € o grupo 8, com quatro representantes, sendo que
esses sdo pertencentes ao M4. Os grupos 9, 10 e 12, apresentam dois isolados cada, onde os
isolados dos grupos 9 e 10 pertencem aos manejos M4 e M2, respectivamente, € o grupo 12 ¢

representado pelos manejos M4 e M5 (TABELA 6).

TABELA 5: Distribui¢do dos isolados provenientes de areas sob diferentes manejos, segundo
a classificacdo em grupos (G) obtida pelos perfis de ARDRA-PCR e caracteristicas
morfoldgicas

Manejos de cultivo

Grupos Total
M1 M2 M3 M4 M5 M6
G1 0 0 0 0 1 0 1
G2 0 0 0 0 0 1 1
G3 0 0 0 1 0 0 1
G4 0 1 0 0 0 0 1
G5 0 5 3 0 0 0 8
Go6 0 0 0 1 0 0 1
G7 0 0 0 0 1 0 1
G8 0 0 0 4 0 0 4
G9 0 0 0 2 0 0 2
G10 0 2 0 0 0 0 2
Gl11 0 0 1 0 0 0 1
G12 0 0 0 1 1 0 2
Total 0 8 4 9 3 1 25

*QGrupos obtidos a partir do agrupamento dos perfis de ARDRA-PCR e caracteristicas
morfologicas, representados no ANEXO C. M1 — Plantio Direto; M2 — Horticultura; M3 —
Pastagem; M4 — Sistema Agropastoril; M5 — Mata Nativa; M6 — Plantio Convencional.

Os dois agrupamentos, tanto o de ARDRA-PCR quanto o com as caracteristicas
morfologicas mostraram resultados semelhantes e apontando o M4 como o de maior
diversidade. Para comprovar esses dados foi feito o calculo de indice de diversidade,
utilizando o indice de Shannon-Weaver, considera igual peso entre as espécies raras e

abundantes (MAGURRAN, 1988) e; o indice de Simpson que mede a probabilidade de dois
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individuos, selecionados ao acaso na amostra, pertencer a mesma espécie (BROWER e ZAR,

1984).

TABELA 6: Indices de diversidade, estimados pela tipagem morfologica e genética de
isolados obtidos de solos de diferentes manejos de cultivo.

Manejo de cultivo Indice de Shannon-Weaver Indice de Simpson
M2 — horticultura 0,9003 0,5313
M3 — pastagem 0,5623 0,375
M4 — sistema agropastoril 1,427 0,716
M5 — mata nativa 1,099 0,6667
M6 — plantio convencional 0 0

Com base na Tabela 7, pode-se observar que os indices apontam o manejo M4
(sistema agropastoril) como tendo a maior diversidade, com 1,427 para o indice de Shannon e
0,716 para o indice de Simpson. Observa-se também que o M5 (mata nativa) foi o que
apresentou a segunda maior diversidade, seguido do manejo M2 (horticultura) e M3
(pastagem), nesta ordem. O manejo M6 apresentou valor igual a zero, isto ¢ devido ao fato de
que somente um isolado desse manejo passou pela caracterizagdo genética, ndo havendo
forma de comparagao.

Neiverth (2012) avaliando a diversidade de micro-organismos em diferentes classes
de solo e manejos de cultivo constatou que o manejo de monocultivo de cana-de-agucar (alto
teor de P no solo e aplicagdo de vinhaga) foi o que apresentou os maiores indices de
diversidade para os grupos morfologicos quanto genotipicos. Pereira (2003), em estudos sobre
a diversidade entre amostras obtidas de florestas e areas cultivadas, obteve uma maior
diversidade bacteriana e domindncia de um grupo nas amostras provenientes de areas de

floresta.
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CONCLUSOES

Os cultivos com horticultura (M2) e com plantio direto (M1) foram os manejos que
apresentaram, respectivamente, o maior numero de isolados € o menor numero de
isolados obtidos;

O sistema agropastoril (M4) destacou-se por apresentar maior diversidade
morfoldgica, seguido sem diferenga significativa pelo manejo de horticultura
apontando para a importancia do pouco revolvimento do solo na preservacdo da
microbiota da rizosfera;

O manejo de plantio direto (M1) e plantio convencional (M6) foram os que
apresentaram menor diversidade morfoldgica. O que aponta para a necessidade de
uma nova amostragem com a presenca das raizes e seus exudatos na rizosfera, a fim
de comparar as duas coletas e verificar se o perfil da diversidade das comunidades
microbianas obtido anteriormente se confirma;

A técnica de ARDRA-PCR da regido intergénica 16S-23S do rDNA foi eficiente no
estudo de diversidade intraespecifica, mas devido ao fato de que somente um pequeno
numero de isolados foram caracterizados pela técnica e de que nenhum dos isolados
pertencentes ao manejo de plantio direto ter respondido a mesma, ha necessidade de se
testar outros marcadores moleculares a fim de se obter resultados mais precisos;

Em relagdo aos indices de diversidade, o manejo com sistema agropastoril novamente
foi o que apresentou maior diversidade, seguido pela mata nativa apontando para a
importancia da presenca do exsudatos no momento da coleta de amostragem.

De modo geral, os resultados obtidos apontam para o sistema agropastoril (M4) como
sendo um tipo de manejo conservacionista do ponto de vista da diversidade morfo-

genética realizada até entdo neste trabalho;
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ANEXOS

ANEXO A — Tabela de quantificacdo do DNA utilizando o equipamento ScanDrop.

ANEXO B - Dendrograma construido a partir de caracterizagdes morfologicas (FONSECA et
al., 2000) de 208 isolados provenientes de areas sob diferentes manejos, obtido através do
BioNumerics.

ANEXO C - Dendrograma construido com 25 isolados obtidos a partir de diferentes manejos
de cultivo, obtidos pela analise de agrupamento dos produtos de restricdo por ARDRA-PCR,
com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.

ANEXO D - Dendrograma construido com 25 isolados obtidos a partir de diferentes manejos
de cultivo, obtidos pela analise de agrupamento dos produtos ARDRA-morfolégico, com o

algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.



ANEXO A: Tabela de quantificagdo do DNA utilizando o equipamento ScanDrop.

Amostra | 260/280 | [DNA] em 0,5 pL [DNA] em 50pLL Volume de DNA p/ Diluicio | Volume de Agua p/ Dilui¢ao
15 1,9 161 16080 7,773631841 42,22636816
21 2 12,016 1201,6 104,0279627 -54,02796272
25 1,9 261,4 26140 4,781943382 45,21805662
34 1,9 324,13 32413 3,856477339 46,14352266
66 2 147,5165 14751,65 8,473628374 41,52637163
76 1,9 3,653 365,3 342,1845059 -292,1845059
77 1,9 67,887 6788,7 18,41295093 31,58704907
79 1,9 70,632 7063,2 17,69736097 32,30263903
81 1,9 84,444 8444 .4 14,80270949 35,19729051
86 2 127,0975 12709,75 9,834969217 40,16503078
108 1,9 174,3 17430 7,171543316 42,82845668
109 1,9 186,441 18644,1 6,704533874 43,29546613
112 1,9 35,4945 3549.,45 35,21672372 14,78327628
114 1,9 39,4025 3940,25 31,72387539 18,27612461
116 1,9 38,7615 3876,15 32,248494 17,751506
120 1,8 43,824 4382.4 28,52318364 21,47681636
124 2 38,09 3809 32,81701234 17,18298766
148 1,9 65,518 6551,8 19,07872646 30,92127354
159 1,9 46,97 4697 26,61273153 23,38726847
167 1,8 46,2305 4623,05 27,03842701 22,96157299
170 1,8 61,68 6168 20,26588846 29,73411154
188 1,9 213,954 213954 5,842377333 44,15762267
190 1,1 94,996 9499.,6 13,15844878 36,84155122
193 1,9 60,067 6006,7 20,81009539 29,18990461
196 1,9 359,3 35930 3,478986919 46,52101308
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ANEXO B: Dendrograma construido a partir de caracterizagdes morfologicas (FONSECA et
al., 2000) de 208 isolados provenientes de areas sob diferentes manejos, obtido através do
BioNumerics.

50 100

M4 B123
| M2 B34
L Mm2B40  p GI

ge=————"" M4BII9
M4 B138

M4 Bl111 \
M4 B126
M4 B139
M4 B140
M4 B147
M5 B183
M1 Bé6

M2 B75

p 100

M4 B145
M4 B156

G2

M4 B110
M4 Bl112
M4 B113
B e M4 B121
M4 B132
M4 B134
M4 B151
M5 B179
M5 B181

M5 B190

M2 B21
55 M2 B55 G3
M4 B118

M4 B125
M4 B136
—p38 M4 B137
M4 B142
M4 B148
M4 B149
M4 B153
M4 B155
M4 B162 G4
M4 B163
M5 B177
M5 B178
M5 B186
M3 B87

R 100
M3 B108
— | M6 B203 2
[=F=i
M4 B146
M4BI64 L 55

M2 B30
M2 B56

CONTINUA...



=DeT

o av

b a7

CONTINUA...

M4 B122
M2 B35

M2 B18
M1 B3

M2 B32
M2 B76

M4 B135
M5 B173

M4 B116

M2 B72
M2 B74

M2 B78
M3 B95

M3 B107
M6 B205
M2 B73
M3 B89

M6 B204

M4 B168
M4 B169
M2 B24

M2 B20
M1 B9

MI Bl11
M2 B16
M5 B182

M4 B114

M2 BI13
M2 B14
M2 B19
M6 B199
M2 B23
M2 B36
M2 B37
M2 B38
M2 B49
M2 B66
M2 B67
M3 B90

M2 B77
MI B8

M3 B109
M4 B133
M4 B143
M2 BI5
M4 B154
M4 B165
M4 B170
M6 B201
M6 B206
M2 B22
M2 B26
M2 B28
M2 B41

r G6

r G7

G8

> G9

> G10

Gll1

GI12

48



L 100
™ =0
- =8
100
e 100
—— 215
p 100
P
a8

CONTINUA...

M2 B42
M2 B45
M2 B53
M2 B62
M2 B63
M2 B64

M3 B83
M3 B85

M3 B86

M4 B150

M4 B115
M2 B12
M4 B127
M4 B129
M4 B131
M2 B50
M2 B58
M2 B68
M2 B70
M2 B71

M3 B106
M4 B130
M4 B159
M4 Bl61
M3 B97

M2 B79
M6 B200

M5 B174
M5 B180
M5 B192
M2 B25
M2 B29
M2 B33
M2 B43
M2 B54
M3 B8l

M2 B17
M5 B184
M5 B185
M1 B2

M2 B57

M4 B117
M2 B65

M4 B152

M2 B27
M2 B69
M3 B82

M3 B100
M3 B101
M3 B102
M3 B103
M3 B104

» G13

> Gl4

GI5

> G16

49



o B89

afes

o0

| k= ul

100

M3 B105
M4 B141
M4 B157
M4 B158
M5 BI191
M2 B31
M2 B44
M2 B46
M2 B47
M2 B52
M2 B59
M2 B60
M2 B61
M1 B7
M3 B84
M3 B91
M3 B92
M3 B93
M3 B9%4
M3 B96
M3 B98
M3 B99

M2 B39

M4 B128
M6 B207

M2 B48

M4 R120
M5 B175
M5 B188

M5 B189
M6 B196
M6 B198

M5 B193
M6 B195
M5 B187

M5 B194
M5 B197
M1 B4

M1 Bl
M6 B197

M4 B166
M6 B208

M4 B167
M1 B5
M4 B160
M3 B88

M1 B10

M5 B171
M6 B202

M5 B176
M4 B144

Gl

G17
—»> G18

> G19

r G20

G21

J
—> G2

M4 B124 —— (23

M2 B80

— G24

50



51

ANEXO C: Dendrograma construido com 25 isolados obtidos a partir de diferentes manejos
de cultivo, obtidos pela analise de agrupamento dos produtos de restricdo por ARDRA-PCR,
com o algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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ANEXO D: Dendrograma construido com 25 isolados obtidos a partir de diferentes manejos
de cultivo, obtidos pela analise de agrupamento dos produtos ARDRA-morfolégico, com o
algoritmo UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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