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contexto, o presente trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar
morfolégica e geneticamente bactérias do género Bacillus spp., nativas de
solo de diferentes manejos de cultivo e sistema natural da regido oeste do
Parana, visando o reconhecimento de estirpes com potencial para agente de
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especifico e choque térmico. Foram obtidos um total de 208 isolados,
destacando- se com o maior numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) o manejo de horticultura (69 isolados). O sistema agropastoril (M4)
apresentou maior diversidade morfolégica, destacando a importancia dos
exsudatos para a selecao das estirpes de interesse.
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MORPHOLOGICAL DIVERSITY OF Bacillus spp. OBTAINED OF GROUNDS
UNDER DIFFERENT SYSTEMS OF CULTIVATION AND NATIVE

SUMMARY: The soil is habitat of different organisms, including beneficial
bacteria seen as promoting plant growth (PGPR). They can act directly, as
promoter of phytohormones, in the solubilization of minerals, and biological
nitrogen fixation, or indirectly, as biocontrol agents. Among the most studied
antagonists, Bacillus stands out in the control phyloplan diseases and post-
harvest. In this context, this study aims to isolate and characterize
morphologically and genetically bacteria of the genus Bacillus spp., native
soil of different managements of cultivation and natural system of the western
region of Parana, aiming at the recognition of strains with potential for
biocontrol agente. Bacteria were obtained from soil, using a through specific
and thermal shock. They were obtained a total of 208 isolates, with the highest
number of colony forming units (CFU) the horticultural management (69
isolates). The agropastoral system (M4) showed greater morphological
diversity, highlighting the importance of exudates to the selection of strains
of interest.

KEYWORDS: biocontrol microorganisms, growth.

INTRODUCAO

O crescimento da agricultura brasileira teve inicio na década de
60 e 70, com o desenvolvimento do setor por meio da implementacao
de programas governamentais orientados pelos principios
modernizantes da Revolucao Verde, rompendo com praticas
ultrapassadas e adotando novas formas de producao (CAMPANHOLA &
BETTIOL, 2003; FERREIRA et al., 2009). Esse programa surgiu com o
proposito de aumentar a producédo agricola por meio do desenvolvimento
de pesquisas em sementes, fertilizacdo do solo e utilizacao de maquinas
no campo que aumentassem a produtividade. Entre os principais
mecanismos utilizados pelo Estado para a modernizacao da agricultura
estdo o investimento publico em infraestrutura; estabelecimento de
projetos especiais e programas regionais; desenvolvimento da
agroindustria; reestruturacao da pesquisa agropecuaria e da extensao
rural; incremento do crédito rural e subsidios para a aquisicdo de
insumos modernos (ALENCAR, 2000).

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

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

O solo é um habitat com enorme variabilidade de micro-
organismos, vegetais (microflora) e animais das mais variadas
dimensodes. Dentre os principais micro-organismos presentes neste
habitat de extrema importancia estédo as rizobactérias, individuos que
habitam a regido do solo que sofre influéncia das raizes, chamada
rizosfera, podendo ser classificados como patégenos, 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) sao residentes epifiticas ou endofiticas,
nao patogénicas, que atuam na promocao de crescimento de forma
direta, pela producéo de fitormoénios, solubilizacdo de minerais e fixacao
biologica de nitrogénio, ou indireta, principalmente como agentes de
controle biolégico de doencas de plantas (MARIANO et al., 2004). Dentre
as principais bactérias consideradas benéficas destacam-se as
Pseudomonas spp. fluorescentes, Bacillus spp., Azospirillum spp.e
Azotobacter spp (COELHO, 2006).

Dentre os antagonistas mais estudados, o Bacillus destaca-se no
controle de doencas do filoplano e em p6s-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 encontrados no solo,
principalmente os entomopatogénicos, que possuem a capacidade de
produzir endosporos e toxinas, importantes no controle de pragas
agricolas (HABIB & ANDRADE, 1998; DIAS et al., 1999; FRITZ et al.,
2010).
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Portanto, o presente trabalho tem como objetivo isolar e
caracterizar morfologicamente bactérias do tipo 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.

MATERIAL E METODOS
Coleta dos Isolados

Para a coleta dos solos, foram selecionadas seis diferentes areas,
localizadas na regidao Oeste do Parana, e cada uma representando
diferentes manejos de cultivo do solo. As regioes de coleta foram: Parque
Estadual Sao Camilo - Palotina, com mata nativa; Toledo, com manejo
de cultivo de horticultura; Marechal Candido Rondon, que continha
pastagens; Margarida-MCR, que correspondia a plantio convencional
e Francisco Alves com manejo em sistema agropastoril de soja e gado
(Tabela 1).

Os solos foram coletados em quatro repeticoes 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 & HAMAKAWA, 1994). Cada area
de coleta foi dividida em cinco transeptos paralelos tracados
diagonalmente de acordo com o declive e direcao do curso de agua,
homogeneidade do terreno, fertilidade do solo, derivacao de
agroquimicos, entre outros. Levou-se em consideracdo o efeito
bordadura, desconsiderando-se, portanto, uma borda de
aproximadamente 50 metros na transicao entre lavoura-mata ciliar e
mata ciliar-rio. O transepto mais distante do leito de agua foi
desconsiderado, a fim de manter maior homogeneidade dentro da area
(NEIVERTH, 2012).

Os transeptos passaram a ser denominados de repeticoes, 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 repeticao.
Apobs a coleta das cinco sub-amostras por repeticdo, estas foram
homogeneizadas, separando uma amostra composta deste solo
(BUCKLAND etal., 2001).
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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).

Repetigoes

Local

Manejo

R1

R2

R3

R4

M1 Plantio Direto Palotina
W 53° 46" 4,974" W 53° 56' 4,9236" W 53° 55' 58,3464" W 53° 55’ 57, 4716"
S 24°48'11,466" S 24° 48' 11,466" S 24° 48’ 11,466" S 24° 48’ 11,466"
M2 Horticultura Toledo
W 53° 46" 34,14" W53° 46’ 34,14" W53° 46’ 34,14" W53° 46" 34,14"
Marechal Candido S 24° 31’ 23,4804" S 24° 31’ 23,28" S 24° 32' 3,9912" S 24° 32'3,9912"
M3 Pastagem Rondon
W 54° 4’ 2,3268" W 54° 4’ 3,486" W 54° 3' 5,6772" W 54° 35,6772
Sistema Agropastoril v S 24° 4’ 22,96 S 24° 3’ 56,1492" S 24° 4’ 22,2916" S 24° 5’ 49,0488"
M4 (Soja-Gado) Francisco Alves
W 53°50’ 40,6868" W 53° 51’ 55,9008" W 53° 50’ 37,554" W 53° 5° 40,2948
) Parque S&o Camilo - S 24° 18’ 28,944 S 24° 18'30,1788" S 24° 18’ 33,0552 S 24° 18’ 29,0304"
M5 Mata Nativa Palotina
W 53° 54’ 16,6608" W 53° 54’ 18,4032" W 53° 54’ 24,1884" W 53° 54’ 23,814"
S 24° 56’ 7,8216" S 24° 56°7,8216" S 24° 56' 7,8216" S 24° 36’ 25,1316"
Mé Plantio Convencional Margarida - MCR

S 24° 15’ 6052"

W 54° 17 50,91"

S 24° 15’ 24,156"

W 54°17° 50,91"

S 24° 15’ 23,5512"

W 54°17° 50,91"

S 24° 15’ 23,7312"

W 54° 10" 3,0612"

SELECAO E CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA DOS ISOLADOS DE
Bacillus spp.

Para o isolamento, 10 g de solo de cada repeticao dos diferentes
manejos de cultivo foi diluida em 90 mL de solucao salina 0,85%
contendo pérolas de vidro. Os frascos foram mantidos em um agitador
mecanico horizontal por 30 minutos. Apos o tempo de agitacao e a
decantacao do solo, realizaram-se as diluicdes seriadas em solucao
salina 0,85% para obtencao das dilui¢ées 102 e 10* (VINCENT, 1970).

Os frascos contendo as diluicoes de trabalho foram submetidos a
um choque térmico de 70 °C por 10 min, para selecionar os micro-
organismos pertencentes ao género Bacillus spp. (BUCHANAN &
GIBBONS, 1975). Posteriormente, foi efetuado o plaqueamento em
triplicata de 100 uL de cada diluicao em meio Digs (BALDANI, 2007) e
incubado por 48 horas em estufa a 28-30 °C.

Apos o crescimento, as coldnias bacterianas foram caracterizadas
morfologicamente de acordo com o protocolo estabelecido por Fonseca
et al. (2000), e os isolados foram armazenados a -20 °C em meio digs
liquido contendo 30% glicerol.

Analise dos dados

A analise das caracteristicas morfologicas foram realizadas no
programa BioNumerics (Applied Maths, Versao 7.1). De acordo com a
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similaridade dos perfis morfolégicos, para a analise de agrupamento e
obtencao dos clusters foi utilizado o coeficiente de similaridade de
Pearson e para a construcao do dendograma foi escolhido o algoritmo
UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No total foram obtidos 208 isolados bacterianos, sendo que o
destaque foi para o manejo M2 (horticultura) com 69 isolados e o M4
(agropastoril) com 61 representantes. O terceiro maior nimero 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 nimero de isolados,
com 14 e 11 respectivamente (Grafico 1).

Isolados por area

80
70

60
50
40
30
20
* B I N
0
M1 M2 M3 M4 M5 M6

Manejos de Cultivo

Numero de Isolados

Grafico 1 Quantificacdo do nuimero de isolados obtidos em cada manejo de
cultivo (area).

Em agroecossistemas, a abundéancia microbiana sofre variacoes
ao longo das estacoes do ano, havendo a cada estacao a predominancia
de uma comunidade microbiana acompanhada de outras pouco
abundantes (TORSVIK & OQVREAS, 2002). Tais variacoes estao
relacionadas ao indice pluviomeétrico e ao clima da regido, ao teor e a
qualidade dos residuos vegetais, a estrutura e aos manejos agricolas
adotados em cada agroecossistema (ROGERS & TATEIII, 2001; TIEDJE
etal.,2001), e a planta hospedeira presente (PICARD & BOSCO, 2008).
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Os Bacillus sao considerados micro-organismos ubiquos, nao
estando correlacionados com qualquer caracteristica do solo ou rotacao
de cultura, sendo capazes de se desenvolver bem em varios ambientes
(QUADROS, 2013).

O maior numero de isolados encontrados nas areas de
horticultura (M2) e agropastoril (M4) se deve, principalmente, ao fato
de que nestes manejos, a presenca do vegetal de cobertura no momento
da coleta das amostras de solo, pode ter proporcionado a liberacao, pelas
raizes, de diferentes exsudatos possibilitando a selecao de ntimero
maior de micro-organismos presentes na regido rizosférica do solo, de
onde as amostras foram retiradas (COELHO, 2006). Outra questao
relevante e que converge com o fator apontado anteriormente, € que
nestas areas, o periodo de entressafra, ou seja, o tempo em que o solo
fica descoberto € muito curto, portanto a presenca da planta permite a
deposicao de residuos vegetais, constantemente no solo, proporcionando
uma maior manutencao da composicao da serapilheira, o que estimula
a presenca de uma série de micro-organismos envolvidos na formacao
da matéria organica e também nas relacdoes associativas com vegetais
(TIEDJE et al., 2001).

A colonizacao 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 & YODER, 1998; BAIS
et al., 2001). Pela exsudacao de uma vasta variedade de compostos, as
raizes podem regular a comunidade microbiana do solo na sua
vizinhanca 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 et al., 2000).

Coelho (2006) avaliando interacdo de Pseudomonas spp. € de
Bacillus spp. em diferentes rizosferas observou uma maior quantidade
de Pseudomonas spp. fluorescentes na rizosfera de alface crespa em
relacdo as outras plantas analisadas; isso ndo ocorreu com Bacillus
spp., cujo os numeros foram semelhantes entre as varias rizosferas.
Val-Moraes et al. (2009) comparando a diversidade em areas de
horticultura e vegatacao natural, constataram 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
concentracao de fosforo, o que favorece a presenca do filo Firmicutes,
principalmente o género Bacillus, que sao descritas como bactérias
com grande potencial de solubilizacao de f6sforo nos solos (RODRIGUES
& FRAGA, 1999).
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Os manejos agropastoris (M4) representam uma alternativa para
intensificacao do uso da terra, pois garantem a sustentabilidade dos
sistemas de producao (RUSSELLE et al., 2007). A insercao de animais
pode alterar algumas propriedades do sistema, como reciclagem de
nutrientes e agregacao do solo e melhorar a sua qualidade (INGRAM et
al., 2008; CARVALHO et al., 2010). Kaschuk et al. (2010) observaram
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 & Pedroso (2013) avaliaram
a colonizacao de Bacillus na rizosfera de Brachiaria decumbens, B.
brizantha e Panicum maximum, verificaram um baixo niimero de colonias
isoladas. Estudos recentes relatam que estas gramineas produzem
substancias no sistema radicular que inibem o desenvolvimento de
diversos grupos de bactérias (SUBBARAO et al., 2009).

Areas naturais (M5) possuem comunidades microbianas estaveis
que levaram milhoes de anos para se formar, desempenhando um papel
fundamental nos ciclos biogeoquimicos. Perturbacoes antrépicas no
solo abalam o equilibrio do ecossistema, forcando os micro-organismos
a se adaptarem ao novo habitat. Diversos processos fisiolégicos estao
envolvidos nesta adaptacao, estimulando e/ou suprimindo as
ocorréncias de comunidades microbianas especificas (QUADROS, 2013).

Em solos de mata, as perdas de nutrientes do ecossistema sao
menores em relacdo a aquelas sob campo, em consequéncia da maior
diversidade da flora e melhor cobertura do solo, a vegetacao do
ecossistema induz maiores modificacdées no solo, principalmente o
aumento do teor de matéria organica, gerando, consequentemente,
aumento do nuimero 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 hortalicas, que devido ao plantio sofreu uma
alteracao, aumentando a sua dinadmica populacional e
consequentemente houve um 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 poés-colheita
sao incorporados no solo com aracao e gradagem apos cada colheita.
Historicamente é sabido que nas condicoes de plantio direto a
preservacao da biota do solo se da de maneira significativa em relacao
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ao plantio convencional uma vez que, neste tipo de manejo, a
incorporacao de residuos vegetais permitem a sustentacao da
serapilheira, o que contribui para a manutencao das comunidades
microbianas (CARVALHO, 1997; PEREIRA et al., 2007).

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

Quadros (2013) avaliando a diversidade microbiana do solo
cultivado com diferentes composicoes de gramineas e leguminosas
sob plantio direto, observou 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.

Além dos resultados de diversidade microbiana, os 208 isolados
apresentaram resultados quanto ao agrupamento por tipagem
morfologica. Essa analise forneceu um total de 24 grupos, com perfis
diferentes. De acordo com o numero de perfis e agrupamentos
morfolégicos obtidos, verificou-se que o manejo M4 com 61 isolados, foi
0 que obteve um maior nimero de isolados distribuidos entre os grupos,
estando presente em 18 deles, o que pressupoe a presenca de maior
diversidade morfolégica de isolados neste manejo, seguido do M2 com
69 isolados distribuidos entre 17 grupos. Ainda em consideracao a
distribuicao dos perfis nos diferentes grupos, destacou-se em seguida
as areas M3 e M5, ambos distribuidos em 9 grupos, M1 e M6, com 8
grupos.

O grupo 16 foi o que apresentou maior niumero 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 nimero de isolados, 15 no total, seguido
pelo manejo M2 (horticultura) com 11 representantes. 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

VARIA SCIENTIA AGRARIAS | VOLUME 04 | NUMERO 01 | 2017 ] ] 7



DIVERS IDADE MORFOLOGICA DE BACILLUS SPP. OBTIDAS DE SOLOS DO OESTE DO PARANA...

isolados. Destes, 14 pertencem ao manejo M4 (sistema agropastoril) e
os demais distribuidos entre os manejos M1 (plantio direto), M2
(horticultura) e M5 (mata nativa). Neste contexto, o grupo 4 e 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), e 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 resultado pode ser devido a
presenca de cobertura morta neste sistema, proveniente das pastagens
e dos restos culturais de lavouras comerciais que proporcionam um
ambiente favoravel a recuperacao ou a manutencao das propriedades
biolégicas do solo (MENEZES & 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 degradacao
(FERREIRA etal., 2010).

A segunda maior diversidade foi observada no M2 (horticultura)
com 69 isolados, isto pode estar relacionado com a presenca da rizosfera,
onde a atividade microbiana é muito alta, tanto as populacoes de micro-
organismos, quanto a sua diversidade, podem responder drasticamente
as mudancas ambientais (SAITO, 2004).

CONCLUSOES

Os cultivos com horticultura (M2) e com plantio direto (M 1) foram
0s manejos que apresentaram, respectivamente, o maior nimero de
isolados e o menor nimero de isolados obtidos. O sistema agropastoril
(M4) destacou-se por apresentar maior diversidade morfologica, seguido
sem diferenca significativa pelo manejo de horticultura apontando para
a importancia do pouco revolvimento do solo na preservacao da
microbiota da rizosfera. Os manejos de plantio direto (M1) e plantio
convencional (M6) foram os que apresentaram menor diversidade
morfologica. O que aponta para a necessidade de uma nova amostragem
com a presenca das raizes e seus exsudatos na rizosfera, a fim de
comparar as duas coletas e verificar se o perfil da diversidade das
comunidades microbianas obtido anteriormente se confirma.
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