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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do cultivo orgénico certificado e do cultivo
convencional do morangueiro na diversidade de Proteobacterias e Actinobacterias do solo por
meio da utilizagdo da técnica independente de cultivo de gel de eletroforese em gradiente
desnaturante (DGGE). Os solos destes dois sistemas de cultivo foram coletados em uma area
produtora de morango nas profundidades de 0-10 e 10-20 cm. As alteragdes nas comunidades
bacterianas foram observadas para as Proteobacterias (Alfa e Beta), que se diferenciaram na
andlise dos perfis de DGGE por similaridade e analise de componentes principais (PCA). A
comunidade de Actinobacterias mostrou-se resiliente, ndo sendo alterada devido a alteragdo da
metodologia de cultivo. Desta maneira, pode-se propor que as bactérias mais diretamente
ligadas as plantas e, responsivas a fatores que interferem diretamente na suplementacdo
nutricional e protegdo desta, respondem as alteragées das condigdes de manejo, alterando sua
composigdo e a estrutura da comunidade.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the effects of the organic and traditional
cultivation of strawberry plants in the diversity of Proteobacteria and Actinobacteria from soil by
the application of the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Soils from these two
cultivation systems were sampled in a strawberry producer area, in depths of 0-10 and 10-20
cm. Shifts in bacterial communities were observed for the Proteobacteria (Alpha and Beta),
which were distinct in the DGGE analysis for similarity and principal components analysis
(PCA). The Actinobacterial community revealed to be resilient, not altered by the change in
cultivation traits. Considering the results obtained it is possible to suggest that bacteria more
related to plants, and responsive to changes in its nutritional supplying and protection, also are
responsive to the cultivation management, changing the composition and structure of the
communities.

Introdugao d

Os problemas oriundos do uso excessivo de agrotoxicos tém levado diversos
produtores a adotarem o sistema de produgdo orgéanico no cultivo do morango. Varios estudos
mostram que o sistema de cultivo orgdnico aumenta a atividade microbiolégica com
conseqliente melhora na qualidade do solo, quando comparado ao sistema de cultivo
convencional. No entanto, ndo é descrita na literatura as alteragbes em comunidades
especificas de bactérias do solo, em éareas cultivadas com morango, em razdo da aplicagéo
dos métodos de cultivo orgéanico. As aplicagdes das técnicas independentes de cultivo, como o
DGGE, apresentam-se como ferramentas Uteis para este estudo. O DGGE é um método de
estudo utilizado em levantamentos e comparagdes na composi¢cdo e diversidade de
comunidades microbianas. No inicio do desenvolvimento da técnica, as comparagdes entre
comunidades bacterianas eram feitas utilizando primers para o dominio Bacteria (Heuer et al.,
1997). No entanto, existem primers especificos para grupos bacterianos, que tem como
vantagem a acessibilidade a determinados grupos, separadamente, permitindo uma melhor
definicdo de perfis nas anélises de comunidades bacterianas complexas e a avaliagdo da
resposta de cada grupo aos fatores considerados no estudo.



O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do manejo orgénico e convencional do
morangueiro na diversidade das comunidades de Alfa e Betaproteobacterias e de
Actinobacterias do solo, por meio da utilizagéo da técnica de DGGE.

Material e Métodos

Solos de duas areas vizinhas com histéricos de cultivo convencional e orgéanico do
morangueiro (variedade Oso Grande) foram amostrados em agosto de 2007 (Tabela 1). A area
com sistema de manejo orgénico é certificada e néo utiliza pesticida. Os dois locais situam-se
na regido de Pouso Alegre, ao sul de Minas Gerais. Trés amostras, compostas de seis sub-
amostras, foram obtidas, em cada local, nas profundidades de 0-10 cm e 10-20 cm. A partir de
cada amostra, 0,5g de solo foi utilizado para extragdo do DNA, utilizando o protocolo fornecido
pelo fabricante do kit de extragéo Ultra Clean Soil DNA kit (MoBio, EUA). A aliquota de 1uL (5 a
10 ng) destes DNAs foram utilizadas para a reagdo de PCR especifica para os grupos
bacterianos, seguindo os protocolos previamente descritos para Alfa e Betaproteobacterias
(Gomes et al., 2001) e Actinobacterias (Heuer et al. 1997). O produto de amplificagdo desta
primeira PCR foi utilizado (20 ng) como DNA molde para a segunda PCR, realizada de acordo
com a metodologia descrita previamente (Heuer et al., 1997). O produto desta segunda PCR foi
utilizado para a eletroforese em gradiente desnaturante de uréia e formamida. O DGGE foi
realizado em gel de poliacrilamida 6%, de acordo com a metodologia descrita por Heuer et al.
(1997), utilizando um gradiente desnaturante de 45 a 65%, onde 100% correspondem a 7M de
uréia e 40% de formamida. Os géis foram submetidos a eletroforese a 60°C por 16 horas a 100
V. Apos a eletroforese o gel foi corado com SYBR Green | e fotografado em luz ultra-violeta.

Os perfis de DGGE obtidos foram analisados e comparados, sendo os perfis de bandas
observados em cada amostra convertidos em uma matriz de presenga e auséncia, considerada
como a ocorréncia de grupos bacterianos nas amostras avaliadas. Esta matriz foi utilizada para
analise de similaridade, realizada com o coeficiente de Jaccard, com auxilio do programa
NTSys (Versdo 2.2 for Windows) e para analise de componentes principais, realizada no
programa Canoco 4.5 (Canoco 4.5, Biometris, Wageningen, Holanda).

Resultados e Discussao

A andlise do perfil das comunidades bacterianas acessadas revelou a alta
complexidade encontrada no ambiente solo, sendo estas comunidades compostas de uma
grande diversidade de espécies, evidenciada pelo grande nimero de bandas observadas nos
géis de DGGE (Figura 1).

No presente estudo, a analise dos perfis de DGGE, por meio da analise de similaridade
ou de componentes principais, evidenciou os efeitos das praticas de cultivo organico sobre as
comunidades de Alfa e Betaproteobacterias, enquanto que a comunidade de Actinobacterias
ndo variou de maneira dependente das condigbes de cultivo das plantas de morango (Figura
2). Isto pode ser explicado pelo fato de as Proteobacterias serem mais responsivas as
alteragbdes nas condigbes ambientais, enquanto que as Actinobacterias apresentam maior
independéncia destas condigbes, sendo tipicas bactérias de solo, resistentes ao estresses e
mudangas freqlientes neste ambiente. Ainda assim, pode-se sugerir que a alta diversidade
deste grupo, que apresentou uma menor definicdo nos perfis de DGGE, esteja ligada a falta de
resposta & alteragdo nas condigdes de cultivo do morangueiro. Considerando esta hipétese,
esta alta diversidade mascara as alteragdes especificas que podem ocorrer em sub-grupos,
que ocorrem em menor densidade, dentro da comunidade de Actinobacterias.

Analisando as Proteobacterias (Alfa e Beta), tanto na separagdo por similaridade
(Figura 2a, 2b e 2c), como na PCA (Figura 2d, 2e e 2f), foi possivel diferenciar as amostras
oriundas de cada um dos métodos de cultivo das plantas. Na andlise de similaridade, a
formacéo de ramos especificos para os tratamentos é observada, sendo esta separagédo mais
clara para o grupo das Betaproteobacterias. Para o grupo das Alfaproteobacterias, a separagéo
é também observada, porém uma repetigdo do tratamento convencional, se assemelha mais as
amostras oriundas do tratamento orgéanico (Figura 2a). No entanto, a PCA baseada nos perfis
de bandas de DGGE, que apresenta maior sensibilidade para a separagdo das amostras,
mostrou a separagdo clara dos dois tratamentos tanto para o grupo das Alfaproteobacterias
como para as Betaproteobacterias. Da mesma maneira, esta anélise confirmou a néo distingdo
da comunidade de Actinobacterias encontrada em solo sob os diferentes tratamentos. A PCA
evidencia estas observagdes devido a separagdo no primeiro eixo (x) das amostras mais
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Figura 2. Analise dos perfis de DGGE com base no coeficiente de similaridade de Jaccard (a,
b, c) e na analise de componentes principais (d, e, f). As andlises forma feitas separadamente
para as comunidades de Alfaproteobacterias (a, d), Betaproteobacterias (b, €) e Actinobacterias
(c, f). A barra nas andlises de similaridade indica o valor referente a8 semelhanca entre as
amostras e os valores nos eixos das PCAs indicam a porcentagem da varidncia dos dados
explicada em cada eixo. Similarmente a figura 1, amostras indicadas com ‘Conv’ indicam cultivo
convencional, amostras com ‘Org’ indicam cultivo organico. Da mesma maneira, amostras
indicadas com ‘0-10’ indicam amostragem de 0-10 cm no perfil do solo, e amostras indicadas
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com '10-20’ indicam amostragem no perfil de 10-20cm do solo.



distintas, o que corresponde a separagdo das amostras dos diferentes tratamentos quando as
Proteobacterias sdo consideradas. Nao foi possivel distinguir as comunidades bacterianas em
relagéo as profundidades do solo.
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Figura 1. Perfis de DGGE para os grupos de Alfaproteobacterias (a), Betaproteobacterias (b) e
Actinobacterias (c) encontrados em amostras de solo de area cultivadas com morangueiro sob
diferentes tipos de manejo. Amostras indicadas com ‘Conv’ indicam cultivo convencional,
amostras com ‘Org’ indicam cultivo orgdnico. Da mesma maneira, amostras indicadas com
‘0-10’ indicam amostragem de 0-10 cm no perfil do solo, e amostras indicadas com ’10-20’
indicam amostragem no perfil de 10-20cm do solo. ’

Os dados mostram que as Proteobacterias sdo responsivas a alteragdo do manejo das
plantas do modo tradicional para o modo orgéanico. Estas bactérias sdo relatadas em interagdo
com as plantas por possuirem diversas caracteristicas, como a colonizagdo das plantas como
endofitos, por fixarem nitrogénio (noduladoras ou ndo) (Raymond et al., 2004), ou ainda
estarem presentes como agentes de biocontrole e indutoras de resisténcia sistémica
(Madhaiyan et al., 2004).

Conclusao
As comunidades de Alfaproteobacterias e Betaproteobacterias encontradas no solo sédo

responsivas a alteragdo no manejo das plantas de morango, enquanto que a comunidade de
Actinobacterias nao é afetada por este tipo de alteragao.
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