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Resumo

A caracterizacdo da comunidade microbiana baseada em métodos
dependentes e independentes de cultivo tem recebido destaque nos
ultimos anos e representa uma relevante complementaridade para a
ecologia microbiana. O objetivo deste trabalho foi apresentar uma
nova estratégia metodologica utilizando solo como fonte de nutrientes
para o cultivo microbiano e posterior caracterizacdo do perfil da
comunidade por PCR-DGGE. Como forma de demonstrar a
aplicabilidade dessa estratégia metodologica, diferentes fontes de
DNA de amostras ambientais foram testadas, variando o tipo de solo,
a cultivar e o manejo agronémico adotado. Os perfis de PCR-DGGE
obtidos com o perfil da comunidade microbiana de amostras
ambientais utilizando o solo como fonte de nutrientes e indculo para
seu cultivo revelaram ser possivel adotar essa estrategia para revelar
geis que apresentam nitidez das bandas, dindmica das populagoes,
dominancia de bandas, os quais sdo atributos compativeis com os
observados em outras analises por DGGE utilizando kits de extragao
de DNA de microrganismos de ambientes naturais. A utilizagcdo do
meio-solo ou suas variagcdes como fonte de nutrientes e indculo,
representa uma forma adicional de identificar fatores ambientais ou
antropicos, que influenciam a atividade e a estrutura da comunidade
microbiana.

Palavras-chave: eletroforese em gel de gradiente desnaturante,
ecologia microbiana, analise do solo,



Soil medium and PCR-DGGE as a strategy
to characterize bacterial community

Abstract

The characterization of microbial community based on dependent and
independent methods of cultivation has received attention in recent
years and represents an important complement to the microbial
ecology. The purpose of this study was to present a new strategy
methodology using soil as a source of nutrients for microbial cultivation
and further characterization of the profile of the community by PCR-
DGGE. As a way of demonstrating the applicability of this strategy
methodology, different sources of DNA from environmental samples
were tested by varying the type of soil, cultivate and agronomic
management adopted. The profiles of PCR-DGGE obtained from
microbial community of environmental samples using 1the soil as a
source of nutrients and inoculum for its cultivation can be revealed
adopt this strategy to reveal profile showing sharpness of bands, the
population dynamics, dominance of bands. These attributes are
consistent with those observed in other reviews by PCR-DGGE using
kits to extract DNA of microorganisms in natural environments. The
use of medium soil or its variations as a source of nutrients and
inoculum, represents an additional way to identify environmental
factors or anthropogenic, that influence the activity and structure of
microbial community.

Keywords: denaturing gradient gel electrophoresis, microbial ecology,
soil analysis,



Introducao

Os microrganismos do solo contemplam uma importante fracdo da
biota edafica, tanto pela diversidade de espécies, quanto pela
multiplicidade de atividades metabdlicas desempenhadas. Eles atuam
nos ciclos biogeoquimicos de varios nutrientes no solo, através da
decomposicado e mineralizacdo da matéria organica, disponibilizacao
de nutrientes retidos nos coldides do solo e fixacdo bioldgica de
nitrogénio (KENNEDY, 1999; RANJARD et al., 2000). Além disso,
estes microrganismos apresentam elevado valor biotecnoldgico, pois
atuam na supressao de doencas vegetais, promog¢ao de crescimento
de plantas e degradacdo de xenobiontes e, também sendo fonte de
genes, enzimas, acidos organicos e muitos compostos ainda nao
explorados (BULL et al., 2000).

Segundo RANJARD et al. (2000), os microrganismos do solo, por
atuarem intensamente nas cadeias troficas e nos diversos processos
ecologicos do solo, possuem potencial para revelar a historia passada
do ambiente. Por isso, € essencial entender o inter-relacionamento
entre 0s microrganismos e 0 ambiente através do estudo da
diversidade estrutural e funcional das comunidades microbianas e
como elas respondem aos varios disturbios naturais ou antropicos.

Apesar de reconhecida a sua essencialidade e de um certo
entendimento de suas relagbes com 0s mecanismos gerais que
controlam cada ciclo biogeoquimico, existem lacunas consideraveis
nos conhecimentos relativos a diversidade microbiana e as fungdes
exercidas pelos microrganismos em seu ambiente natural (ROSADO &
DUARTE, 2002).

Parte desse problema deve-se ao paradigma de que os
microrganismos do solo, apresentam uma grande diversidade e
somente uma pequena propor¢ao pode ser cultivada, ja que nédo sao
conhecidas as exigéncias nutricionais, inter-relacbes e inter-
dependéncias com os demais componentes (bidticos e abidtico) do
ambiente (TORVISK, GOSKOYR E DAAE, 1990; AMANN, LUDWIG E
SCHLEIFER, 1995; BAKKEN, 1995; GANS WOLINSKY E DUNBAR,
2005). Isto deve-se a caréncia de informagdes sobre a diversidade dos
microrganismos, o0 que demonstra a necessidade de maior
refinamento dos métodos de caracterizagdo desses microrganismos



(RANJARD POLY E NAZARET, 2000; KOZDROJ e VAN ELSAS,
2001).

Como resultado, varias abordagens metodologicas baseadas em
métodos independentes de cultivo, a exemplo do DGGE, TGGE,
SSCP, RFPL, ARDRA, BOX-PCR, ITS-PCR e ERIC-PCR, tém sido
desenvolvidas como forma de avaliar a diversidade (genética e
estrutural) da comunidade microbiana de ambientes naturais, mas
ainda assim, os meétodos apresentam limitagdbes e sao pouco
informativos sobre a atividade metabdlica, biomassa e diversidade
desses microrganismos. Apesar dessas limitagbes, a técnica de
DGGE (“Denaturing gradient gel electrophoresis” - Eletroforese em gel
de gradiente desnaturante) vem sendo uma das ferramentas mais
utilizadas na ecologia molecular microbiana (MUYZER e SMALLA,
1998), permitindo aumentar o conhecimento sobre os microrganismos
em diferentes ambientes (SAIT, HUGENHOLTZ e JANSSEN, 2002;
GREEN et al., 2004; KEMNITZ, KOLB e CONRAD, 2005).

A abordagem polifasica de avaliacdo da comunidade microbiana
baseada em métodos dependentes e independentes de cultivo tem
recebido destaque nos ultimos anos e representa uma relevante
complementaridade para a ecologia microbiana na caracterizagao
dessas comunidades (EDENBORN e SEXSTONEA, 2007).

O presente trabalho teve como objetivo apresentar uma nova
estratégia metodoldgica utilizando solo como fonte de nutrientes para
o cultivo microbiano e posterior caracterizacdo do perfil da
comunidade com a ferramenta molecular de PCR-DGGE.

Material e Métodos

Como forma de demonstrar a aplicabilidade dessa estratégia
metodologica (Figura 1), diferentes fontes de DNA de amostras
ambientais foram testadas, conforme descrigdo dos experimentos:
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Etapa dependente de Amostra
cultivo ambiental

Secagem

Pulverizacao

Meio de
Cultura
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"""""" Tempo

Etapa independente Extracao
de cultivo DNA

PCR

F-— Inoculo

[ |
16 S rDNA Grupo especifico

| |
|
/ PCR-DGGE /

Figura 1: Estratégia para caracterizagdo do perfil da comunidade microbiana utilizando solo como
fonte de nutrientes e indculo para seu cultivo (etapa dependente de cultivo) e PCR-DGGE (etapa
independente de cultivo).

Experimento | : Impacto de uso de herbicida glifosato na
comunidade bacteriana associada a rizosfera de soja®

.1. Delineamento e coleta de solo

Amostras de um solo Latossolo Vermelho Distroférrico foram
coletadas na profundidade de 0-20 cm de uma area de lavoura de soja
conduzida no sistema de plantio direto e de uma mata nativa em
Londrina (PR) localizadas no campo experimental da Embrapa Soja
(latitude 23 11; longitude 51 11) e transportadas para a Embrapa

aparte da tese de doutorado do segundo autor.
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Agrobiologia em Seropédica (RJ). Foi conduzido em casa de
vegetagao um experimento entre os meses de maio e agosto de 2003
sob condi¢des controladas. O solo foi homogeneizado e acomodado
em vasos plasticos com aproximadamente 1 kg, onde manteve-se a
umidade do solo em torno de 2/3 da capacidade de campo. O
delineamento experimental foi blocos ao acaso com trés repeticdes e
cinco tratamentos: quatro doses do herbicida glifosato no solo (2,2;
4.4; 8,8 e 17,6 mg kg’ de ingrediente ativo (i.a.), que correspondem as
doses de 1,4; 2,8; 5,6 e 11,2 kg ha” de i. a. e um controle sem
herbicida. A aplicacdo do herbicida foi realizada no inicio do
experimento misturando-se uma solugao (1:10, v/v, herbicida:agua) ao
solo. Foram realizadas coletas de amostras de solo para serem
inoculadas no meio solo em 1, 3, 9, 27 e 81 dias apds a aplicagao do
herbicida.

A Tabela 1 apresenta o resultado das analises fisicas e quimicas do
solo antes da aplicacao do herbicida.

Tabela 1: Analise quimica do solo das areas de lavoura e mata
coletadas em Londrina (PR) na profundidade de 0-20 cm, realizada no
laboratorio de solos da Embrapa Agrobiologia (EMBRAPA, 1997)

Matéria  AlI** Ca*2+Mg*2 Ca'2 Mg*? HPO4 + HPO42 K*

Amostras H organica

P g(% )I cmole/dm3 mg/dm3
Area dalavoura@ 6,5 2,5 0,0 6,7 47 20 58 440
Area da mata b 6,0 6,0 0,0 10,2 83 19 4 420

a | atossolo Vermelho Distroférrico com textura muito argilosa (63% de argila, 7% de areia e 30% de silte)
(EMBRAPA, 1997);
b | atossolo Vermelho Distroférrico com textura muito argilosa (63% de argila, 9% de areia e 28% de silte)
(EMBRAPA, 1997).

1.2. Enriquecimento da Comunidade Bacteriana Através do
Cultivo em Meio Solo

Antes da aplicacao do herbicida separou-se uma fragdo do solo que foi
submetida a uma pulverizagdo em moinho de rolagem (SMITH &
MYUNG, 1990). O preparo do meio consistiu de 40 g de terra
pulverizada, 3 g de agar e agua para completar o volume de 100 mL,
seguindo-se uma autoclavagem e distribuicdo de aproximadamente 30
mL deste meio nas placas de Petri (ZILLI et al.,, 2003). Como
inoculante utilizou-se 100 pL de uma suspensdo 10" (10g.100mL™)
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das amostras de solo, coletadas de cada tratamento e dissolvidas em
solucdo salina (0,85% de NaCl). Estabeleceu-se um tempo de
crescimento de cinco dias em temperatura de 25°C. Apods este
periodo, fez-se uma lavagem da superficie do meio de cultura com
agua deionizada esterilizada coletando-se a suspensao microbiana em
microtubos que foram submetidos a centrifugacdo (10000rpm; 20min)
e o precipato armazenado (-20°C) até o processamento seguinte.

1.3. Extracao de DNA

Para a extracdo de DNA, seguiu-se o protocolo descrito por
SCHWIEGER e TEBBE (1998) e modificado por XAVIER et al. (2004).
O precipitado microbiano estocado (-20°C) foi ressuspenso em 0,6 mL
de tampéo de lise TES (0,05 M NaCl; 0,01 M EDTA; 0,05 M Tris HCI
pH 8,0; 1% SDS) e agitado em vértex. Em seguida, as amostras foram
submetidas a 5 etapas de congelamento/descongelamento,
constituidas de imersdo em nitrogénio liquido (5 min), agitagao
(180 rpm; 10 seg) e aquecimento (65°C; 5 min). Aplicou-se, entéao,
8,4 uL de proteinase K (20 mg mL") nas amostras que foram
incubadas sob agitacdo (180 rpm; 65°C; 1h). Em seguida,
adicionou-se, 0,6 mL (1 volume) de fenol-cloroformio-alcool isoamilico
(25:24:1) e centrifugou-se as amostras (5.000 rpm; 6 min). O
sobrenadante foi transferido cuidadosamente para novos tubos, onde
foram adicionados 0,6 mL (1 volume) de cloroférmio-alcool isoamilico,
repetindo-se a centrifugacdo anterior. Uma aliquota de
aproximadamente 0,5 mL do sobrenadante foi transferida para um
novo tubo e 0,5 volumes de isopropanol gelado foram adicionados. As
amostras foram, entdo, incubadas (60 min; -20°C) e centrifugadas
(13.000 rpm; 20 min). Removido o sobrenadante, o precipitado foi
centrifugado a vacuo para a secagem e ressuspendido em 50 ulL de
tampao TE (10 mM Tris; 1 mM NA-EDTA; pH 8,0). O DNA extraido foi
submetido a eletroforese (100V; 20min.) em tamp&o de corrida TBE
(0,5X) em gel de agarose (0,8%), corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz UV.

|.4. Condicoes da PCR e DGGE

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com trés diluicbes do
DNA extraido (1:10; 1:25 e 1:50). Cada 35 uL da reagao consistiu de 1
uL do produto da extragao de DNA, tampao (10 mM), MgCl, (3,5 mM),
dNTP (0,2uM cada), Taqg DNA polimerase (0,7U) e os iniciadores
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968F-CG e 1401R (0,2 uM cada). Estes iniciadores e as condi¢des da
reacdo de PCR: aquecimento inicial (95°C; 3 min), 40 ciclos
compostos de desnaturacdo (94°C; 30 seg), anelamento (55°C;
30 seg) e extensdo (72°C; 30 seg) e uma etapa final de extensao
(72°C; 5 min) estdo descritas em GELSOMINO et al.(1999). Apos a
amplificacdo, os produtos das trés reacdes de PCR, provenientes das
diluicbes, foram combinados em um unico microtubo.

O produto da amplificagdo foi analisado por DGGE (Eletroforese em
gel com gradiente desnaturante), utilizando o sistema DCode™
(BioRad DCode™ System -Universal Mutation Detection System). O
gradiente desnaturante utilizado foi de 50-65%, obtido usando-se duas
solugdes, uma contendo apenas solucao de poli-acrilamida e a outra
uréia (7M) e formamida (40% v/v) e poli-acrilamida. A eletroforese foi
realizada no sistema Dcode™ (Bio-Rad) sob voltagem constante
(120V; 60°C; 16 h) e ao final o gel foi corado com uma solucéo de Sybr
Gold (Molecular Probe, N° Cat.511494) (20X) e visualizado sob luz
ultravioleta no sistema de foto-documentagao IMAGO (B&L).

Experimento Il: Determinacao do efeito de fungicidas
sobre a comunidade bacteriana associada a rizosfera do
feijoeiro®

I1.1. Delineamento e coleta de amostras

Amostras de solo foram coletadas na Fazenda Capivara de
propriedade da Embrapa Arroz e Feijao em Goiania, area de producao
de feijao. A adubacgao foi realizada conforme a recomendagao para a
cultura do feijao.

O experimento foi implantado em casa-de-vegetacéo, cultivando-se
feijdo (cv Pérola) em vasos de 1,5 kg. As amostras de solo foram
utilizadas para o cultivo das plantas sob a aplicacdo de 6 fungicidas
(carboxin — thiram, carbendazim - thiram, Trifenil hidroxido de
estanho, Mancozeb, Thiophante - Methyl e Azoxystrobin). O
experimento foi delineado em blocos ao acaso com 5 repeticbes e 3
coletas.

Os fungicidas Derosal e Vitavax-Thiram foram aplicados na
semeadura. As pulverizagdes dos fungicidas foram realizadas

b parte do trabalho de pos-doutorado da quinta autora.
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conforme as recomendacgdes dos fabricantes, utilizando-se para tal
finalidade um pulverizador costal com capacidade para cinco litros.
Foram realizadas trés coletas aos 34, 48 e 69 dias apds o plantio.

Il.2. Enriquecimento da Comunidade Bacteriana

Foram utilizadas as mesmas condi¢gdes citadas anteriormente (l.2),
utilizando a relagao de 20:1 de solo e agar em 100ml de agua.

1.3. Extracao de DNA

Foram utilizadas as mesmas condi¢des citadas anteriormente (1.3).

I1.4. Condicoes da PCR e DGGE

A reacao de PCR consistiu de um volume final de 35uL, sendo este
composto de tampao 1X (20mmol/L Tris-HCI; pH 8,0; 500mmol/L KCI),
1,5mmol/L de MgCl,, 250 umol/L dNTPs (200mmol/L cada), 0,4umol/L
de cada iniciador e 1U de DNA polimerase (Tag DNA polymerase,
Promega). Foram utilizados os iniciadores 1401R e U968F-GC (0,2uM
cada). A reacdo de amplificacdo foi realizada em um termociclador
PERKIN ELMER GeneAmp 9600. Estes iniciadores e as condicdes da
reacdo de PCR: aquecimento inicial (95°C; 30 s), anelamento (55°C;
30 s) e extensdo (72°C; 30 s) e uma etapa final de extensao (72°C,
5 min) conforme GELSOMINO et al. (1999). O produto da amplificagao
foi analisado por DGGE conforme citado anteriormente.

Experimento Ill: Determinagcao do efeito de agrotéxico
sobre a comunidade bacteriana associada a rizosfera de
batata®

lll.1. Coleta do Solo e Instalagcao dos Experimentos

Amostras de solo foram coletadas no Sistema Integrado de Produc;éo
Agroecoldgica (SIPA), localizado no municipio de Seropeédica (RJ), e
Area de Producdo Convencional (APC) de batata e Area de Floresta
Secundaria (AFS) em junho de 2003 na Embrapa Hortaligas, Brasilia —
DF.

¢ parte da tese de doutorado do sexto autor.
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Foi conduzido um experimento em casa-de-vegetagdo em um
delineamento experimental em blocos ao acaso com 3 repeticdes, com
parcela sub-dividida no tempo e fatorial (5X3) na parcela. O fatorial foi
composto pelos 3 tipos de solo e 5 agrotoxicos, sendo 3 inseticidas e 2
fungicidas e 1 tratamento controle. O efeito das 4 coletas, realizadas
aos 32, 47, 62 e 77 dias apo6s o plantio (DAP), foi avaliado na sub-
parcela.

Os solos foram peneirados e o preparo dos vasos foi realizado
misturando-se vermiculita ao solo na proporcao 3:1 (3 partes de solo
para 1 parte de vermiculita). Cada solo foi misturado a vermiculita
separadamente com o auxilio de uma betoneira, cujo interior, antes e
depois desta operacdo com cada solo, foi fumigado pela adicado de 30
mL de Cloroférmio (CH3Cl) e incubada durante 1 noite com a abertura
lacrada, com o objetivo de evitar a contaminacao do solo subsequente.
O plantio das plantas de batata cv. Achat foi realizado em meados de
julho de 2003 e foram feitas duas pulveriza¢des aos 30 e 45 DAP com
um dos trés inseticidas (Aldicarb, Clorpirifds e Deltametrina) e dois
fungicidas (Metalaxll+ Mancozeb e Tebuconazole), com excec¢édo do
Aldicarb, que foi incorporado ao solo no momento do preparo dos
vasos. As coletas foram realizadas aos 32, 47, 62 e 77 DAP.

lll.3. Enriquecimento da Comunidade Microbiana em Meio
Solo

Foram utilizadas as mesmas condi¢cdes citadas anteriormente (1.2),
utilizando a relagao de 20:1 de solo e agar em 100ml de agua.

lll.4. Extracao de DNA

Foram utilizadas as mesmas condig¢des citadas anteriormente (1.3).

l1l.5. Condi¢coes da PCR e DGGE

Foram utilizadas as mesmas condi¢des citadas anteriormente (11.4).
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Experimento IV: Avaliagao da comunidade microbiana em
diferentes classes de solos*

IV.1. Coleta de amostras

Foram analisadas amostras de 8 classes de solo (1-CHERNOSSOLO
EBANICO Ortico tipico, 2-NITOSSOLO HAPLICO distréfico moderado
tipico, 3-ARGISSOLO ACINZENTADO distrofico arénico fragipanico,
4-ARGISSOLO VERMELHO-AMARELO  distrofico  tipico,  5-
CAMBISSOLO FLUVICO, 6-GLEISSOLO HAPLICO tb distréfico tipico,
7-NEOSSOLO FLUVICO tb distrofico tipico, 8-LATOSSOLO
VERMELHO-AMARELO) sob cobertura vegetal de pastagem. As
amostras foram coletadas no Municipio de Pinheiral, RJ. De cada solo
foram coletadas 7 amostras compostas por 5 amostras simples, de
uma profundidade de 0-20 cm.

IV.2. Enriquecimento da Comunidade Bacteriana

Foram utilizadas as mesmas condi¢des citadas anteriormente (l.2),
utilizando a relagao de 10:1 de solo e agar, para cada classe de solo.

IV.3. Extracao de DNA

Foram utilizadas as mesmas condi¢des citadas anteriormente (1.3).

IV.4. Condicoes da PCR e DGGE

Primers universais para amplificacdo do 16S rDNA (U968gc1 5'-
CGCCCGCCGCGCGCGLCGGLGGGLCGGGEGLEGGEGEGLGEGGGGCA
CGGGGGGAACGCGAAGAACCTTAC-3 e L1401 5'-
GCGTGTGTACAAGACCCC-3') foram utilizados para avaliar a
comunidade bacteriana total do solo. As condicbes de amplificagao
foram similares as utilizadas por MUYZER, DE WAAL e
ULTTERLINDEN (1993).

As amostras amplificadas foram aplicadas em gel de poliacrilamida
(6,5%) com gradiente desnaturante de 50% a 65% para as amostras
de eubacterias (ABOIM, 2004). Apds a corrida eletroforética o gel foi
corado a partir da coloracao com prata.

d parte da tese de doutorado da sétima autora.
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Para a analise do perfil de bandas foi utilizado o programa NTSYS,
utilizando o coeficiente Jaccard e o método UPGMA.

Resultados e Discussoes

Nos resultados das analises de PCR-DGGE para a obtencdo do perfil
da comunidade microbiana de amostras ambientais utilizando o solo
como fonte de nutrientes e in6culo para seu cultivo (Figura 1),
indicaram a utilidade da estratégia adotada para caracterizar essa
comunidade, conforme descrito em cada um dos experimentos:

Experimento |: Impacto de uso de herbicida glifosato na
comunidade bacteriana associada a rizosfera de soja

Para exemplificacdo desse experimento, foram apresentados os
resultados referentes a caracterizacdo da comunidade bacteriana de
amostras de solo da area de mata, apés nove dias da aplicacao do
herbicida glyphosate, com a aplicacao de quatro doses do herbicida
glifosato, 2,2; 4,4; 8,8 e 17,6 mg kg’ de i. a no solo e um controle sem
a aplicacao de herbicida (Figura 2).

De acordo com os resultados, foi observado diferengca no perfil da
comunidade bacteriana em relacdo aos tratamentos, sobretudo em
relacdo ao tratamento controle, sem a aplicacdo de herbicida. O efeito
da dose de herbicida também foi observado, assim como a presenca
de bandas que desapareceram ou surgiram em relagao ao controle. A
degradacdo do herbicida e a selecdo de bactérias resistentes ou
tolerantes aos herbicidas ou seus metabdlitos sao indicativos da
dinamica populacional (AMARRANTE JUNIOR et al., 2002; ZILLI et
al., 2008).

Em alguns casos, tém sido observado efeito negativo sobre
microrganismos do solo (WACHOWSKA e BANASZKIEWICZ, 1999;
KREMER et al., 2005), e até efeito positivos da aplicacdo de glifosato
(SMILEY, OGG e JAMES COOK, 1991; DESCALZO et al., 1998;
JOHAL e RAHE, 1984; LEVESQUE, RAHE e EAVES, 1993; KREMER,
2003; KREMER, MEANS e KIM, 2005).
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Figura 2: Perfis de PCR-DGGE representativos da comunidade bacteriana (16S rDNA) presentes
em amostras de solo da area de mata, ap6s nove dias da aplicagéo do herbicida glyphosate. Os

numero de 1 a 3 indicam as repeti¢bes de cada tratamento. Doses do herbicida glifosato: controle)
0;i) 2,2;ii) 4,4; iii) 8,8 e iv) 7,6 mg kg-' de i. a no solo.

Experimento Il: Determinacao do efeito de fungicidas
sobre a comunidade bacteriana associada a rizosfera do
feijoeiro cv. Pérola

Na figura 3 pode-se observar os perfis de PCR-DGGE da comunidade
bacteriana cultivada em meio solo na area de producdo, com os
tratamentos: Controle, Amistar, Brestanid, Cercobin, Derosal, Persist e
Vitavax, oriundos das trés coletas.
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Figura 3: Perfis de PCR-DGGE representativos da comunidade bacteriana cultivada em meio solo

na area de produgdo. Dados de 3 coletas (34, 48 e 69 DAP). Tratamentos: 1 (Controle), 2 (Amistar),
3 (Brestanid), 4 (Cercobin), 5 (Derosal), 6 (Persist), 7 (Vitavax).

Os dados obtidos na area de producdo na primeira coleta mostraram
nao haver diferenca do controle em relagcdo aos fungicidas aplicados
de acordo com o dendrograma de similaridade entre as amostras
(Figura 4A). Em um primeiro momento a comunidade nao sofreu
alteracao na comunidade bacteriana, sugerindo que a populagao
estava adaptada a presenca desse tipo de agroquimico. Na segunda
coleta ja se pode observar uma pequena alteracdo dos perfis em
relacdo ao tratamento controle (Figura 4B). Na terceira coleta a
alteracdo dos perfis foi mais pronunciada, sendo o fungicida Persist o
que mais alterou a comunidade em relacido ao tratamento controle
(Figura 4C).

Experimento Ill: Determinacao do efeito de agrotéxicos
sobre a comunidade bacteriana associada a rizosfera de
batata

Em relagao ao perfil obtido por PCR-DGGE da comunidade bacteriana
associada a rizosfera de batata foi apresentado os resultados
referentes ao tratamento com fungicidas (Tebuconazole e Metalaxil +
Mancozeb). Nesse caso, foi observada alteracdo da comunidade em
relacdo ao tratamento controle e em relacdo ao periodo da coleta
(Figura 5), o que sugere um efeito do tipo e do tempo de aplicagado dos
fungicidas.
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Figura 4: Dendrograma obtido através da analise de 16S rDNA por PCR-DGGE da comunidade
bacteriana associada a rizosfera do fejjoeiro cv. Pérola. Dados de 3 coletas (34, 48 e 69 DAP).

Apesar do objetivo do trabalho n&o foi avaliar a degradabiidade dos
agrotoxicos ao longo do tempo, tem sido observado que a toxicidade
causada pela aplicacdo de produtos quimicos sobre o0s
microrganismos é atenuada quando ocorre a degradacdo do produto,
pela escala temporal, o que tem sido sugerido estar associado a
recuperacao da populacao microbiana (TOPP, VALLAEYS e SOULAS,
1997).
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Figura 5: Gel de PCR-DGGE de comunidades bacterianas da area de area de produgéo
convencional de batata (Brasilia) crescida em meio solo, submetida ao tratamento com fungicidas:
Linhas 1 a 4- Tebuconazole, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8- Metalaxil+Mancozeb, coletas 1, 2, 3 e
4 e Linhas 9 a 12- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4.

Experimento IV: Avaliagcao da comunidade microbiana em
diferentes classes de solos

Analisando os perfis de PCR-DGGE foi possivel a constru¢gdo de um
dendrograma de similaridade da comunidade bacteriana em que se
pode observar que houve a formacéo de dois grupos no dendrograma,
um (grupo 1) formado pelo ARGISSOLO VERMELHO-AMARELO e
pelo LATOSSOLO VERMELHO-AMARELO, apresentando baixa
similaridade (menos de 30%) e outro grupo (grupo 2) formado pelos
demais solos (Figura 6).

Uma maior similaridade (65%) foi apresentada pelos solos
ARGISSOLO ACINZENTADO (ArgiA3) e NITOSSOLO HAPLICO
(Nito2). Os demais solos se agrupam a esses dois em indices que
variam de 25 a 55% de similaridade.

Avaliando a divergéncia entre os perfis de DGGE gerados, observou-
se que os solos apresentaram em sua diversidade bacteriana poucos
membros da comunidade que s&o comuns a todos os solos,
representam aproximadamente 15% da similaridade e, um grande
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numero de membros da sua comunidade microbiana que sao
exclusivo de cada solo.

No grupo 1 esta divergéncia de membros € maior, enquanto que no
grupo 2 ha uma diminuicdo do numero de membros exclusivos que 0s
diferem, na seguinte ordem crescente de similaridade: NEOSSOLO
FLUVICO < GLEISSOLO HAPLICO < CAMBISSOLO FLUVICO <
CHERNOSSOLO EBANICO < NITOSSOLO HAPLICO = ARGISSOLO
ACINZENTADO.

Cherl

Nit2

ArgiA3

Camhis

Gleit

MNeoT7

1 Argisd

Lato8

I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0.10 033 055 0.re 100

Coefficient Jaccard

Figura 6: Dendrograma de similaridade da comunidade bacteriana de 8 classes de solo, avaliada
pelo 16SrDNA do solo PCR-DGGE.

Além da capacidade de utilizagdo do solo como fonte de nutrientes
para o cultivo microbiano e posterior caracterizagdo do perfil da
comunidade por PCR-DGGE, essa abordagem metodoldgica tem sido
realizada com sucesso utilizando residuos vegetais do processo de
compostagem e de Dbiofertilizantes para caracterizar essas
comunidades nesses amostras (RANGEL, 2004).

Conclusoes

Os perfis de PCR-DGGE obtidos da comunidade microbiana de
amostras ambientais utilizando o solo como fonte de nutrientes e
indculo para seu cultivo revelaram ser possivel adotar essa estratégia
para revelar géis que apresentam nitidez das bandas, dinamica das
populacbes, dominadncia de bandas, os quais sao atributos
compativeis com os observados em outras analises por DGGE
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utilizando kits de extracao de DNA de microrganismos de ambientes
naturais.

A utilizacdo do meio-solo ou suas variacées como fonte de nutrientes
e inéculo, representa uma forma adicional de identificar fatores
ambientais ou antropicos, que influenciam a atividade e a estrutura da
comunidade microbiana.
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