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RESUMO GERAL

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Efeito de cultivares de batata e de agrotoxicos
sobre os perfis de rDNA de comunidades bacterianas do solo. Seropédica, UFRRJ,
83p. (Tese, Doutorado em Fitotecnia, Producdo V egetal)

A agricultura mundia tem passado por grandes transformagdes ao longo dos anos em fungéo
da necessidade de produzir quantidades crescentes de aimento, suprir as deficiéncias
nutricionais e/ou condicdes de cultivo dos solos agricolas, necessidade de agregar maior
produtividade as cultivares, livrar as culturas de pragas e doengas e promover maior
sustentabilidade a atividade agricola. As mudangas ocorridas nas praticas agricolas tém
levado a uma queda na qualidade do solo e em mudangas na comunidade microbiana do solo
cuja manipulagdo, através de praticas de manegjo do solo e das culturas, é uma estratégia
basica para o desenvolvimento da sustentabilidade dos sistemas agricolas. No entanto, 0 uso
intensivo do solo ndo necessariamente afeta negativamente algumas propriedades do solo,
como biomassa e atividade microbiana, mas suas conseqiiéncias dependem principalmente
das préticas agricolas adotadas que ateram a qualidade e a quantidade dos residuos vegetais
adicionados a0 sistema ou pelo uso de compostos organicos. Por outro, a aplicacdo de
agrotoxicos, como inseticidas e fungicidas, nem sempre tem recebido a devida atencdo em
relacdo aos efeitos sobre a microbiota do solo. Esta tese teve por objetivo avaliar os efeitos da
aplicacdo de agrotoxicos e o uso de diferentes cultivares sobre a comunidade bacteriana do
solo. O uso de diferentes cultivares de batata mostrou que a estrutura da comunidade
bacteriana associada ao rizoplano de diferentes cultivares de batata sofreu mudancgas, tanto
entre as cultivares quanto em relagdo as épocas de coleta, em que as mudancas observadas
nesta comunidade foram fortemente influenciadas pelas caracteristicas morfo-fisiolégicas
intrinsecas das cultivares. Foi observada uma diminuicdo na discriminacdo entre as
comunidades bacterianas associadas ao rizoplano das diferentes cultivares & medida que as
plantas atingiram o final do ciclo. A aplicacdo dos inseticidas e fungicidas resultou em uma
sucesséo bacteriana pela qual as populacdes bacterianas foram mais homogéneas nas terceira
guarta coletas, em comparagéo com as 2 primeiras coletas, ndo tendo sido observados efeitos
significativos para a aplicacdo dos agrotéxicos. Por causa disto, foi observada mudancas
significativa na comunidade bacteriana apenas nas 2 primeiras coletas. O efeito dos
inseticidas e fungicidas dentro de cada solo foi muito especifico, variando nas primeira e
segunda coletas. Entretanto, a comunidade bacteriana do solo de aea de producdo
convencional mostrou a maior diferenca para a comunidade bacteriana do controle. O efeito
da aplicacéo dos inseticidas ha comunidade bacteriana dos diferentes solos foi muito similar,
enquanto que o efeito dos fungicidas foi caracteristico para cada um, provavelmente em
funcéo de seus efeitos diretos sobre 0 grupo dos fungos que apresentam uma relacéo estreita
com a comunidade bacteriana do solo. As comunidades bacterianas dos solos do sistema
integrado de producdo agroecolégica e de &rea de floresta secundaria mostraram as menores
variagdes em relacdo a comunidade bacteriana do controle, indicando uma maior resisténcia a
aplicacdo dos agrotdxicos associada a estes solos. Contudo, a comunidade bacteriana do solo
de area de floresta secundaria mostrou maior resisténcia a aplicacdo dos agrotoxicos do que a
comunidade bacteriana do solo do sistema integrado de producdo agroecoldgica. A técnica de
PCR-DGGE se mostrou bastante eficiente na determinacéo dos efeitos de inseticidas e
fungicidas sobre a comunidade bacteriana do solo.

Palavras-chave: Biologia do solo, microrganismos do solo, marcador molecular, agrotoxicos.



GENERAL ABSTRACT

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Effect of potato cultivars and pesticides
application on the rDNA profiles of soil bacterial communities. Seropédica, UFRRJ,
83p. (Thesis, Doctorate, Plant Sciences)

The increase sustainability of the agricultural activity has made agriculture to change along
the years to allow increasing crop yield by supplying nutritional deficiency and/or cropping
conditions of soils and by cleaning-off crops from pests and diseases. This changes
nevertheless have lead to a break-down in soil quality followed by shifts on the soil microbial
community, which is strongly related to soil sustainability. However, the intensive use of the
soil not necessarily affects negatively some soil properties such as, microbial biomass and
activity, which is more a matter of the agricultural practices adopted which may modify the
quality and quantity of the vegetal residue incomes or the use or not of organic composts.
Furthermore, the studies aiming to comprehend the effects of agrochemicals, as insecticides
and fungicides, on soil microorganism communities still show a lack of knowledge which
may help on the design of strategies to develop agricultural systems aiming to achieve
sustainable agriculture. This thesis has as objective to evaluate the effects of agriculture
practices on the soil bacterial community. Two situations were chosen to be analyzed:
application of agrochemicals and, the use of different cultivars. The results showed that the
variation of rhizoplane bacterial community was due to both, cultivar and plant age.
Differences on the bacterial community associated to each cultivars seem to be a result from
intrinsic physiological characteristics of the cultivar. Remarkable differences among
rhizoplane bacterial community were found at the earliest plant age, tending to decrease at the
later stages. The application of the insecticides and fungicides resulted in a bacteria
succession in which the bacterial populations were more homogeneous in both third and
fourth harvests, compared to the first and second ones, without significant effects to the
pesticides application. Because of that, it was observed significant shifts on bacterial
community only in the first and second harvests and they were far from the third and fourth
harvests. The effects of insecticides and fungicides within each soil were very specific with
effects varying in the both first and second harvests. However, the soil bacterial community of
the conventional potato production area showed the greatest difference to the control. The
effect of insecticide application on the soil bacterial community of the different soils was very
similar, while the effects of fungicides were characteristic for each one, probably by their
effects on fungi groups closely related to the bacterial communities. Bacterial communities
from both agroecological integrated production system and secondary forest area soils showed
the lowest shifts in relation to the control, indicating greater resistance in these soils.
However, the soil bacterial community from secondary forest area showed greater resistance
to the pesticides application than the soil bacterial community from agroecological integrated
production system The PCR-DGGE based method showed to be reliable to evauate the
impacts of different pesticides application on the soil bacterial communities.

Key-words. Soil biology, soil microorganisms, molecular marker, pesticides.



1 INTRODUCAO GERAL

A microbiota é parte integrante do solo e sua atividade € condicionante para o
funcionamento e manutencdo da sustentabilidade dos ecossistemas. Esses componentes tém
sido propostos como bioindicadores da qualidade do solo pois devido a sua capacidade de
responder rapidamente as mudancas ambientais, vém sendo utilizados nos estudos de
monitoramento dos efeitos antropicos no ambiente. No entanto, avaliar a qualidade do solo e
converter a informacdo obtida em um parémetro relevante para 0 monitoramento desse
marcador, sdo ainda desafios a serem alcancados (WINDING et al., 2005). Em parte, tais
desafios podem estar relacionados ao fato dos microrganismos estarem presentes de maneira
heterogénea e atuando no solo em varios nichos diferentes, como agentes fundamentais na
decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes, além de atuarem exercendo
diversas outras fungdes ecoldgicas nos agroecossitemas (PASCOAL & CASSIO, 2004;
BAGINSKY et a., 2005).

A populacdo da microbiota do solo, também interage ativamente com a comunidade
vegeta via o reconhecimento de exsudados vegetais e sintese de sinais moleculares capazes
de intermediar interacbes inter e intraespecificas (NAGAHASHI & DOUDS, 2003;
WASAKI et a., 2005). Ainda assim, existe pouca informacdo sobre a ecologia desses
microrganismos e sua interacdo com plantas em outros processos de importancia agricola.
Além disso, outro desafio diz respeito a diversidade da fracdo microbiana do solo. Segundo
TORSVIK & @VREAS (2002), os microrganismos estdo presentes no solo em uma
concentracdo de aproximadamente 4,4 x 10'° cdulas por grama de solo. Recentemente,
através da aplicacdo de novos modelos mateméticos que estimam a diversidade bacteriana e
gue sdo mais apropriados para determinar a contribuicdo de espécies raras do que os métodos
descritos anteriormente, GANS et a. (2005) concluiram gque em areas de ecossistema ndo
impactado, o nimero total de tipos de DNA pode chegar a 8,3 x 10° diferentes genomas por
grama de solo. Considerando que apenas uma peguena parte da diversidade microbiana pode
ser cultivada, em torno de 1 a 10% do total dos microrganismos do solo (COWAN, 2000), &
possivel que existam muitas outras fun¢des desempenhadas pelos microrganismos que ainda
ndo sd0 conhecidas.

O cenério atua indica que, por sua relacdo intima com a necessidade de seguranca, o
desenvolvimento da biotecnologia agropecuaria, como o desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas, por exemplo, deverd seguir uma rota diferenciada de outros
setores industriais que ndo tém essa caracteristica. Via de regra, o desenvolvimento de
gualquer indlstria nascente enfatiza principalmente questdes de mercado. A biotecnologia
agropecuaria, tem forcosamente que considerar um outro aspecto: informagdo precisa ao
consumidor sobre esta nova tecnologia, utilizando como referéncia neste processo a mais
confiavel base cientifica. Para tanto, metodologias baseadas em marcadores moleculares vém
sendo usadas com bastante sucesso em estudos da diversidade e ecologia de comunidades
microbianas independente de seu cultivo, ampliando o conhecimento nessa area.

Os métodos moleculares tém possibilitado avancos na identificacdo da diversidade de
microrganismos presentes no solo e em outros substratos e deverdo representar, no futuro,
uma forma de aprofundar a melhor compreensdo do papel deste componente. Esses estudos
s80 baseados em genes, ou espagos intergénicos, chamados de marcadores moleculares.
Atuamente existe um nimero muito grande de genes que vém sendo empregados como
marcadores moleculares, entre eles 0 mais usado € o gene que codifica a subunidade 16S do
ribossomo (16S rRNA).



Nos primérdios dos estudos de biologia molecular, era necessaria a extragdo de
grandes quantidades de DNA para que fossem feitos os estudos, 0 que se constituia numa das
grandes limitagBes. Desta forma, tornou-se necessario o desenvolvimento de uma tecnologia
capaz de aumentar a quantidade do DNA extraido. A partir do conhecimento de que os
organismos eram capazes de duplicar seu material genético durante o processo de divisdo
celular, abriu-se a possibilidade para que o mesmo fosse realizado in vitro, tornando o
processo conhecido como “reacdo em cadeia da polimerase” (PCR). A metodologia basica
para a redlizagdo da PCR foi desenvolvida por Kary B. Mullis, em 1985 e descrita pela
primeira vez por SAIKI et a. (1985). A idéia de Mullis era desenvolver um processo pelo
gual o DNA poderia ser artificiamente duplicado através de repetidos ciclos de duplicacéo
realizado pela DNA Polimerase. A DNA Polimerase ocorre naturalmente em organismos
vivos, onde sua funcdo € duplicar o DNA durante o processo de divisdo celular. No processo
origina da PCR concebido por Mullis, a enzima foi usada in vitro e a dupla fita de DNA
separada em duas fitas smples por aguecimento a 96 °C. Nesta temperatura a DNA
Polimerase era destruida sendo necessério, portanto, recolocar uma nova aliquota da enzima
apos cada estégio de desnaturacdo da molécula de DNA em cada ciclo. Desta forma, apesar
do processo iniciadmente desenvolvido por Mullis ter sido muito ineficiente, pois requeria
muito tempo, grande quantidade de DNA Polimerase e muita aten¢éo durante todo o processo
da PCR, a utilizacdo de uma enzima termoestavel, a Taq Polimerase garantiu a otimizacdo do
processo e resultou num procedimento amplamente utilizado, que foi capaz de deslanchar
estudos de biologia molecular em todo 0 mundo.

Mais recentemente outras abordagens tecnoldgicas vém sendo utilizadas. A
metodologia de Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante, mais conhecida como
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), € uma técnica de eletroforese que utiliza
géis de poliacrilamida com gradiente de desnaturante quimico. Originamente foi
desenvolvida para detectar mutagbes especificas no genoma humano e, posteriormente,
adaptada para analise da comunidade microbiana (MUY ZER et al., 1993).

Esta técnica consiste em uma eletroforese redlizada em gel de acrilamida que
apresenta um gradiente linear crescente de uréia e formamida capaz de desnaturar a dupla-
hélice do DNA, separando moléculas de mesmo tamanho, porém, com diferencas na
composi¢do de bases nitrogenadas. A técnica estd baseada no principio de que o0s pareamentos
feitos entre as bases nitrogenadas sdo complementares ocorrem entre adenina (A) e timina (T)
g, citosina (C) e guanina (G). A ligacdo entre A e T é feita por duas pontes de hidrogénio,
enquanto que o pareamento entre C e G é feito por trés pontes de hidrogénio (STRYER,
1996). Com isso, 0 pareamento feito entre A e T é mais facilmente rompido do que aquele
feitoentreCeG.

Frente a determinada concentracdo de desnaturante, os fragmentos de DNA estardo
com a dupla-hélice completamente aberta, 0 que reduz a taxa de migragdo durante a corrida
eletroforética, possibilitando que agueles com menor concentracdo de C+G tenham sua
mobilidade reduzida logo no inicio do gradiente de desnaturante, enquanto que naqueles com
maior concentracdo de C+G isso sO ird ocorrer mais no final do gel, quando a concentragéo de
desnaturante € maior, possibilitando a separacdo dos fragmentos. As moléculas sdo separadas
de acordo com seus diferentes comportamentos de desnaturacéo causados pela diferencas em
suas sequéncias ou pela falta de pareamento nas areas de mutacdo (BALOGH et al., 2004).
Para tanto é necess&rio que uma das extremidades da molécula permanega fechada,
funcionando como uma ancora. Para alcancar esse objetivo, é adicionada em um dos
iniciadores, usados na reacéo de PCR, uma sequiéncia de 40 a 50 pares de bases (pbs) rica em
GC, chamada grampo-GC. Célculos teoricos e andlises de um grande nimero de diferentes
mutacdes indicaram que o0 uso desse artificio permite que 95% de todas as substituicdes
possiveis de uma Unica base possam ser separadas no gel de DGGE (MYERS et al., 1985).



Neste contexto, a abordagem metodol 6gica baseada em DGGE tem contribuido para
aumentar o conhecimento da estrutura da comunidade microbiana em ambientes naturais.
Segundo MUY ZER & SMALLA (1998), € uma das técnicas independentes de cultivo mais
usadas para 0 estudo da composicéo da comunidade de microrganismos, sendo utilizada no
estudo da estrutura genética de grupos funcionais (GRIFFITHS et a., 1999), distribuicdo
espacial da populacéo de bactérias (FELSKE & AKKERMANS, 1998) e impacto ambiental
na comunidade microbiana do solo (ENGELEN et a., 1998; ZILLI, 2004).

A hipétese cientifica testada neste trabaho foi que, o perfil de rDNA de bactérias do
solo cultivado com batata e/ou associadas ao rizoplano € modificado pelo genétipo da planta
(batata) e pelo uso de agrotoxicos (inseticidas e fungicidas). Esta abordagem de estudo é de
grande importancia uma vez que a batata € uma das culturas geneticamente modificadas que
jd vem sendo cultivada em aguns paises do primeiro mundo. No Brasil, os estudos de
transformacéo ja foram iniciados ha algum tempo, pelos quais se conseguiu um clone GM
tolerante a0 Potato virus Y No entanto, existe a necessidade de gerar conhecimentos a
respeito dos efeitos de atividades antropicas sobre as interacdes entre a cultura da batata e os
microrganismos associados a ela, para que estes conhecimentos sirvam de suporte aos estudos
de bhiossegurancas que deverdo ser realizados para a batata GM.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura da Batata (Solanum tuberosum L.)
2.1.1 Dados historicos

A batata, também conhecida como batatinha ou batata-inglesa € nativa da Cordilheira
dos Andes, onde ja era consumida pelas populagdes nativas h4 mais de 8.000 anos. Ela teve
grande importancia na cultura Inca e nas civilizagbes anteriores (HARRIS, 1992). Foi
introduzida na Europa por volta de 1570, através de colonizadores espanhdis, tornando-se um
alimento importante, principalmente na Inglaterra. Por volta de 1620 foi levada para a Europa
e para a América do Norte, onde, também, tornou-se um aimento muito popular (LOPES,
1997). No seculo XIX, a batata era o cultivo por exceléncia da Irlanda, porém, poucas
variedades eram cultivadas. Acrescentando-se a isto o fato de que a batata € comerciamente
propagada vegetativamente, as culturas apresentavam um alto nivel de homogeneidade
genética. Em 1845/6 surgiu uma nova raca do fungo patogénico Phytophthora infestans que,
juntamente com condi¢cdes climéticas que favoreceram o desenvolvimento do patdgeno,
causou uma epidemia que destruiu mais de 90% da batata cultivada na Irlanda, o que originou
uma fome generalizada, culminando com a morte de aproximadamente um milh&o de
irlandeses, desencadeando uma onda imigratéria em direcéo aos Estados Unidos. Atualmente
a batata € o quarto alimento mais consumido no mundo, superada apenas pelo trigo, arroz e
milho (FAO, 2005).

2.1.2 A Producao mundial de batata

A producdo mundial de batata no periodo 1996-1998 passou de 311,2 milhdes para
278,9 milhdes de toneladas, 0 que representa um declinio de 10% no triénio, resultante dos
decréscimos de 4% na area plantada e de 6% na produtividade (RESENDE et a., 1999). No
altimo triénio, no entanto, houve uma recuperacdo na producdo mundial que passou de 320,5
milhdes em 2002 para 328 milhdes de toneladas em 2004. Durante este periodo houve um
aumento de apenas 0,44% de &rea cultivada, no entanto, ocorreu um acréscimo de quase 2%
na produtividade da cultura (FAO, 2005).

Atualmente a China é o principal produtor dessa olericola, sendo responsavel por
aproximadamente 22% da producdo mundial, seguida pela Russia (11%), india (7%) e
Estados Unidos (6%). A China também é o pais que apresenta a maior superficie cultivada
com batata, com uma érea plantada de 4,6 milhdes de hectares (FAO, 2005).

Quando se considera isoladamente a América do Sul, verifica-se que a producéo
concentra-se em quatro paises. Coldmbia, Brasil, Peru e Argentina. Nesta regido, o Brasil
ocupa o segundo lugar em produc&o e o terceiro em area cultivada (FAO, 2005).

2.1.3 A Cultura da batata no Brasll
No Brasil, o cultivo mais intenso da batata, juntamente com outras hortalicas, iniciou-

se na década de 20, no cinturdo verde de Sdo Paulo (LOPES, 1997). Atuamente, a batata é
considerada a hortalica mais importante cultivada no pais, tanto em érea cultivada como em
preferéncia alimentar, porém €, também, a cultura que apresenta a maior demanda relativa por
fertilizantes (1940 kg.ha''), cerca de 5,7 vezes maior do que a soja (338 kg.ha') (ANDA,
2000). Em 2004 foi plantada uma area superior a 138 mil hectares, com uma producéo de
mais de 2,8 milhfes de toneladas e produtividade média acima de 20 toneladas por hectare
(FAO, 2005). As lavouras de batata estdo presentes desde o Rio Grande do Sul até o Distrito
Federal, sendo também encontradas em microclimas da regido Nordeste. Em 2004 a cultura
foi plantada nos estados da Paraiba, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana,



Santa Catarina, Rio Grande do Sul e no Distrito Federal. Os 3 estados brasileiros maiores
produtores de batata sdo: Minas Gerais, S&0 Paulo e Parang, que juntos sdo responsaveis por

80% da producdo nacional. Os estados de Minas Gerais e Sd0 Paulo apresentaram uma
produtividade em torno de 25 ton/ha, um pouco acima da média nacional que é de 20 ton/ha,

no entanto a maior produtividade foi encontrada no estado da Bahia com 32 ton/ha (ABBA,

2005). Estados como a Paraiba e o Rio Grande do Sul apresentaram uma produtividade muito
baixa, em torno de 10 ton/ha. Essa baixa produtividade resulta, em grande parte, da caréncia
de cultivares adaptadas as condi¢Bes climéticas e resistentes as doencas tipicas da cultura
(BISOGNIN, 1996 apud BENELLI et a., 2004). As regides Sul e Sudeste sdo as principais
produtoras, contribuindo com 95,1% da producdo nacional (ABBA, 2005). Sociamente a
batata € uma importante fonte de emprego no campo, sendo grande a demanda por mao-de-

obra em torno da lavoura. Além da importancia na zona rural, a comercidizacdo e o

processamento da batata séo também atividades de forte impacto econdmico e socia ha zona
urbana (AVILA et al., 1999).

A producdo média brasileira de batata dos ultimos 10 anos foi de 2,78 milhdes de
toneladas. Nos ultimos 3 anos houve uma queda na producdo da cultura, no entanto a
produtividade vem apresentando um aumento desde o ano de 1996 (Figura 1). Apesar da area
cultivada ter reduzido de 160 para 138 mil hectares, de 2002 a 2004, a produtividade vem se
mantendo estavel (FAO, 2005).
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Figura 1: Producdo (em milhes de toneladas) e produtividade (toneladas.hal) da cultura da
batata no Brasil nos ultimos 10 anos.
Fonte: FAO (2005)

2.1.4 Aspectos botanicos

A batateira € uma solanécea que apresenta caules eretos, herbaceos e suas raizes
originam-se na base desses caules ou hastes. O sistema radicular é delicado e superficial, com
raizes concentrando-se até 30 cm de profundidade. Suas folhas sGo compostas por foliolos
arredondados e as flores hermafroditas apresentam-se reunidas em inflorescéncia no topo da
planta. Predomina a autopolinizagdo, que origina um pequeno fruto verde, que contém
numerosas sementes minusculas e viaveis (FILGUEIRA, 2000). Os tubérculos sdo caules
adaptados para reserva de aimentos e também para reproducdo, que resultam do
engrossamento da extremidade dos estolGes, que sdo caules modificados e subterraneos,
semelhantes a raizes. Entretanto, podem formar-se tubérculos aéreos nas axilas das folhas
quando o transporte de substancias de reserva, sintetizadas nas folhas, é bloqueado por acéo
mecanica ou pelo ataque de pragas (AVILA et al., 1999).



2.1.5 Necessidades climaticas

A batata é classificada como uma cultura de clima temperado, porém cresce nas
regides tropicais com altitude elevada. As maiores produtividades sdo obtidas em paises onde
os dias duram de 13 a 17 horas na época de tuberizacdo, com temperaturas medias entre 15 e
18° C e com irrigacdo (HAEDER & BERINGER, 1983). A cultura € muito sensivel ao
estresse hidrico, sendo necessario o fornecimento adequado de agua desde o inicio da
tuberizacdo até a maturidade (van LOOM, 1981; HANG & MILLER, 1986). As exigéncias
climéticas da cultura sdo peculiares e precisas, ressatando-se que o fator limitante é a
temperatura elevada, especialmente a temperatura noturna, pois quando esta se mantém acima
de 20° C durante 60 noites ou mais, ndo ocorre a tuberizagdo (EWING, 1997).

2.1.6 Microrganismos associados a cultura da batata (Solanum tuberosum L .)

Os exsudados radiculares influenciam seletivamente no crescimento de bactérias e
fungos que colonizam a rizosfera, através da ateracdo das propriedades quimicas do solo nas
regides proximas as raizes das plantas, tornando este substrato seletivo ao crescimento destes
microrganismos (YANG & CROWLEY, 2000). Baseado nas diferencas dos exsudados
radiculares e na rizodeposicdo em diferentes zonas das raizes, a comunidade microbiana da
rizosfera pode variar quanto a estrutura e composicao de espécies nas diferentes zonas em
relacdo ao tipo de solo, espécie de planta, estado nutricional, idade, estresse, doenga ou outro
fator ambiental (MAHAFFEE & KLOEPPER, 1997; GRIFFITHS et a., 1999).

GLANDOREF et al. (1993) isolaram bactérias do género Pseudomonas de rizosfera de
batata, capim e trigo. Os isolados foram caracterizados pelos padrdes de lipopolissacarideos
(LPS) e das proteinas do envelope celular (PEC), tendo sido obtidos cerca de 30 padrdes
distintos para cada cultura. A maioria dos padrbes de LPS e PEC observados foram
especificos para cada cultura, sugerindo uma interacéo preferencial da cultura com certas
populacdes de Pseudomonas. BERG et a. (2005) estudaram as diferencas entre as
comunidades bacterianas endofiticas e ectofiticas comparando as comunidades isoladas da
rizosfera, filosfera e dos tecidos radiculares. Foi observado que a rizosfera e os tecidos
radiculares sdo 0s principais reservatérios das bactérias antagonistas a Verticillium dahliae e
Rhizoctonia solani com ata similaridade entre as comunidades que as colonizavam, tendo
sido encontrada Pseudomonas putida como a espécie mais importante colonizando estes
microambientes. A presenca do gene phiD, envolvido na producdo do antibidtico 2,4
diacetilfloroglucinol foi observada apenas entre os isolados de Pseudomonas obtidos da
rizosfera e dos tecidos radiculares. Esses estudos confirmam que existe uma interacéo
especifica entre a espécie de planta e a comunidade microbiana que interage com a mesma e
gue diferentes regides da planta, ou do substrato no qual ela se encontra, exercem também,
algum efeito seletivo sobre a comunidade microbiana.

Em um experimento onde foram inoculadas combinacdes de duas espécies de fungos
micorrizicos (Glomus etunicatum e Glomus fistulosum) e uma espécie de bactéria (Bacillus
subtilis), VOSATKA & GRYNDLER (2000) observaram que algumas inocul agdes resultaram
em um ato nimero de minitubérculos, alto peso por minitubérculos e ato peso de
minitubérculos por planta. Contudo, o efeito da micorrizacdo apresentou variacdo entre as
duas variedades de batata enquanto os efeitos sinergisticos da co-inoculacdo com diferentes
bactérias isoladas darizosfera ndo foi significante na maioria dos casos.

A batata apresenta um processo eficiente de ssmbiose com os fungos micorrizicos. O
estabelecimento da simbiose entre a batata e os fungos micorrizicos é essencia para uma
eficiente aquisicdo de fésforo (P), e a compatibilidade é indicada pelo aumento do nivel de
infeccdo radicular em plantas submetidas a estresse de P. Além disso, em condi¢Bes de baixa
disponibilidade de P, as plantas de batata micorrizadas sdo capazes de recuperar até 42% a



mais do P disponivel no solo do que as plantas ndo micorrizadas. Embora as atividades
especificas das enzimas fosfatases acidas e ATPases sgjam muito pouco influenciadas pela
infeccdo dos fungos micorrizicos, quando se compara com raizes ndo micorrizadas, as raizes
micorrizadas tém caracteristicamente uma maior concentracdo de proteinas e,
consequentemente, tém uma melhoria na atividade destas enzimas (MCARTHUR &
KNOWLES, 19934). O efeito da espécie micorrizica na promogdo do crescimento da planta
difere na habilidade de cada uma em colonizar as raizes MCARTHUR & KNOWLES,
1993b). No entanto, os fungos micorrizicos podem promover um aumento ou diminui¢do da
producdo, dependendo do isolado de micorriza e do genétipo do hospedeiro DUFFY &
CASSELLS, 2000).

2.1.7 Principais cultivares de importancia no Brasil

O desenvolvimento de novas cultivares normamente € realizado visando atingir
caracteristicas agrondmicas desgévels. De uma forma mais geral, pode-se citar como
caracteristicas agronémicas importantes a ata produtividade, precocidade e resisténcia a
pragas. No entanto, a depender da importancia econdmica da cultura, o melhoramento
genético pode ser realizado para atingir objetivos mais especificos, como por exemplo, maior
concentracdo de determinadas substéncias, tolerancia a condic¢des de saturacéo hidrica ou pH.

O conhecimento das caracteristicas das cultivares € de grande importancia para o
melhorista ou taxonomista e também para os técnicos envolvidos no processo de producéo de
batata-semente. A precocidade, tuberizagdo, e periodo de dorméncia constituem as
caracteristicas fisiologicas mais importantes a serem consideradas. A resisténcia ou tolerancia
a pragas, adaptacéo as condicdes de clima, capacidade de armazenamento e de transporte,
susceptibilidade a efeitos fisiolégicos e comportamento quanto ao esverdeamento dos
tubérculos completam a série de caracteristicas que permitem a identificacdo de uma cultivar
de batata (JABUOMSKI & FURUMOTO, 1987). Apesar do mercado de batata apresentar um
cardter muito dindmico em relacdo as cultivares plantadas ano apds ano, as cultivares Agata,
Asterix, Bintje, Monalisa e Achat assumem atualmente um papel importante no mercado
brasileiro (DUSI, comunicagdo pessoal).

2.1.8 Caracteristicas morfologicas e agronémicas das principais cultivares de batata
plantadas no Brasil.

Agata: E uma cultivar precoce a muito precoce com ato rendimento de tubérculos.
Susceptivel a Fitofitora das folhas; muito pouco susceptivel ap potato virus Y; imune ao
cancro; resistente ao patotipo A da Globodera Rostechiensis (nemétode dourado). As plantas
apresentam hastes finas a moderadamente finas, que se espalham muito e de cor verde muito
pronunciada; folhas moderadamente grandes, de silhueta bastante fechada e de cor verde
bastante clara; foliculos grandes a muito grandes e largos com nervuras superficiais; floragdo
pobre de inflorescéncias pequenas e flores brancas. Os tubérculos sdo ovais de casca amarela
e predominantemente lisa, polpa de cor amarelo-claro, com teor muito baixo de matéria seca e
olhos superficiais e tem seu melhor uso cozido ou assado. Os brotos séo cilindricos, largos, de
cor violeta avermelhado pouco pronunciado e escassamente pil0osos; botéo final semi-grande e
de cor vermelha pouco pronunciada, ramificacdes semi-longas a longas (ABBA, 2005).

Asterix: Cultivar semi-tardia com ato rendimento de tubérculos de tamanho
moderado. E resistente a0 nematdide e a0 cancro (verruga), imune ao coragdo oco, boa
resisténcia a potato virus A potato virus X e potato virus Y resisténcia moderada a sarna
comum e a requeima, boa resisténcia ao crescimento secundario e aos danos mecanicos. As
plantas sdo altas e apresentam hastes eretas de silhueta aberta a moderadamente aberta,
apresentam folhas grandes a médias de cor verde-escuro a verde; floragdo com nlmero
elevado de flores de cor violeta avermelhado; apresenta niumero de frutos moderadado a



pouco. Os tubérculos sdo oval-alongados de casca vermelha e média rugosa a rugosa; polpa
de cor amarelo-claro com 6timo teor de matéria seca e olhos superficiais a rasos (NIVAA,
2003). Por seu ato teor de matéria seca, apresenta muito boas caracteristicas tanto para o
cozimento quanto para fritas. No entanto, € bastante utilizada industrialmente na fabricacdo de
“French Fries’ (Pré-fritas congeladas) em funcdo do seu formato oval-alongado propiciar um
otimo aproveitamento no corte em palitos (ABBA, 2005). Os brotos sdo conicos, de cor
violeta avermelhado moderadamente intensa a intensa; botdo final com pilosidade moderada
ou pouca. E a variedade cujo cultivo mais cresceu na Europa nos Gltimos anos (NIVAA,
2003).

Bintje: Esta € uma cultivar semiprecoce, com formacédo precoce dos tubérculos e que
apresenta um bom rendimento. Este cultivar é susceptivel a Fitéfitora das folhas e dos
tubérculos e imune ao potato virus A. As plantas apresentam hastes pouco numerosas,
robustas e firmes, de cor violeta moderadamente pronunciada nas axilas das folhas; folhas
grandes, bastante rigidas, de cor verde moderadamente escura e fosca; foliculos grandes e
ovais com nervuras bastante superficiais; floragdo bastante pobre, de inflorescéncia bastante
peguena e pobre de flores brancas e pequenas. Os tubérculos oval-alongados; casca de cor
amarelo claro e geramente lisa; polpa de cor amarelo claro com bom teor de matéria seca e
olhos bastante superficiais, de sabor neutro, de cor firme e bastante consistente quando
cozida, adequada para todos os métodos de preparacdo, em especial para a preparacéo de
batatas fritas comuns e de pacote. Os brotos sdo inicialmente ovais, mais tarde esbeltos e
coniformes, de cor violeta azulado e densamente pilosos; botéo final estreito, um pouco aberto
de cor violeta azulado; ramificagdes bastante numerosas e estoloniformes (ABBA, 2005).

Monalisa: Cultivar bastante precoce, com rendimento de tubérculos de bom a muito

bom. Bastante susceptivel a Fitéfitora dos tubérculos, muito pouco susceptivel ao potato virus
Y, pouco susceptivel ao virus do enrolamento das folhas, imune ao potato virus A e ao cancro.
As plantas sdo atas e apresentam hastes grossas ou normais que se espalham ou sdo semi-
eretas de silhueta semi-aberta a fechada, apresentam folhas grandes a médias de cor verde
clara; floragdo com nuimero de flores moderado a pouco e flores brancas; apresenta muito
pouco ou nenhum fruto. Os tubérculos sdo ovais de casca amarela e predominantemente lisa,
poupa de cor amarelo-claro, bastante consistente e de cor firme quando cozido, baixo teor de
matéria seca e olhos superficiais. Os brotos sdo cilindricos, de cor violeta avermelhado pouco
pronunciado e escassamente pilosos; botédo final semi-grande e de cor vermelha pouco
pronunciada, ramificactes semi-longas a longas, consumo in natura (NIVAA, 2003; ABBA,
2005).
Achat: Cultivar de origem alemd. As plantas sdo de porte médio, entretanto sob certa
condicdes de clima e solo tornam-se baixas, dando a impressdo de ndo serem produtivas.
Apresentam em média 4 a 5 hastes por planta, que sdo pouco vigorosas. As folhas sdo
pequenas, de cor verde-escura e ligeiramente enrugadas, tornando um pouco dificil o
reconhecimento de viroses, como a que causa o enrolamento da folhas. A parte aérea € muito
sensivel a agrotoxicos contendo estanho. E susceptivel & pinta preta e a requeima e apresenta
boa resisténcia & murcha bacteriana. N&o foi observado florescimento desta cultivar em nossas
condicBes de cultivo. Os tubérculos sdo de formato alongado-achatado ou avalado-achatado,
olhos superficiais, pelicula amarela lisa e brilhante, polpa amarela, brotagdo semi-precoce,
com brotos roxo-avermelhados. S80 medianamente sensiveis ao esverdeamento e a manchas
internas (JABUOMSKI & FURUMOTO, 1987).

2.2 Principais Doencas da Cultura da Batata
2.2.1 Problemas fitossanitarios

Os artropodes, de maneira geral, constituem um dos maiores problemas da cultura da
batata e seu controle € um dos fatores responsaveis pelo aumento do custo de producéo da
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cultura, devido ao preco dos inseticidas e aos custos de aplicacdo. Além dos danos diretos que
causam a0 se dimentarem das plantas, os insetos, principalmente os pulgbes, s&o
responsaveis pela transmisséo de viroses, principais responsaveis pela degenerescéncia da
batata semente. Dentre os insetos, destacam-se: lagarta-rosca, minador-das-folhas ou bicho-
mineiro, vaguinha ou bicho-alfinete, traga-da-batata e os pulgdes (AVILA et al., 1999).

Assim como os danos causados pelos artropodes, as doencas também constituem uma
constante preocupacdo para o bataticultor. Ja foram registradas mais de 100 doencas para a
cultura da batata, muitas delas devastadoras, podendo causar perda total da producéo se o
controle ndo for adequado. Existem doencas transmissivels, de origem biética, causadas por
bactérias, fungos, virus, nematéides e outros, bem como doencas ndo transmissivels, de
origem abiotica, identificadas como “distirbios fisiolgicos” (AVILA et al., 1999).

2.2.1.1 Principais doencas bacterianas da batata

As principais doencas bacterianas da cultura da batata sdo a Murcha-bacteriana, a
Podriddo-mole e a Sarna-comum, que s80 causadas, respectivamente, por Ralstonia
solanacearum, Pectobacterium spp e Streptomyces spp (AVILA et al., 1999).

A Murcha-bacteriana é favorecida por temperatura e umidade atas, assim como, a
Podriddo-mole. A bactéria Ralstonia solanacearum esta presente em todos os solos do pais,
podendo atacar muitas espécies de plantas, embora a raca 3, que predomina nas regides sul e
sudeste do Brasil, sgja mais especifica da batata. Esta doenca é responsavel por perdas muito
significativas em solos muito imidos se ndo for feita a rotagdo de culturas ou se foi utilizada
batata-semente contaminada (AVILA et al., 1999).

A Podridao-mole é causada por bactérias cuja principal caracteristica é a producéo de
enzimas pectoliticas em grande quantidade, chamadas pectobactérias (COLMER & KEEN,
1986; PIRHONEN et al., 1991; SALMOND, 1994), que ocasiona a rapida maceracéo dos
tubérculos (podriddo mole) ou dos tecidos da haste (canela preta e podriddo da haste).
Pectobacterium carotovorum subsp. atrosepticum é considerada a Unica capaz de causar
sintomas tipicos de canela preta a partir de tubérculos infectados (PEROMBELON &
KELMAN, 1980), mas qualquer uma das trés pode estar presente no tecido infectado,
dependendo principalmente da temperatura. No Rio Grande do Sul, a coleta de plantas com
sintomas de canela preta resultou na obtencéo de 408 isolados (OLIVEIRA et a., 2003).

A cultura da batata tem sofrido importantes perdas econémicas, devido a sarna comum
gue ocasiona lesdes corticosas nos tubércul os, tanto superficiais quanto profundas. A doenca €
causada por diferentes espécies e racas de bactérias do género Streptomyces, que formam
conidios e filamentos, estruturas normal mente relacionadas a fungos (LABRUY ERE, 1971).

A espécie S scabies (Thaxter) € a mais encontrada causando a sarna comum, mas
outras espécies como S acidiscabies, S turgidiscabies e S. caviscabies, também, podem
incitar sintomas da doenca. Estas quatro espécies diferenciam-se entre si por critérios
morfoldgicos, fisiolégicos e genéticos (FAUCHER et al., 1995; TAKEUCHI et al., 1996;
MIYAJMA et al., 1998).

2.2.1.2 Principais doencas fungicas da batata

A regueima causada pelo fungo Phytophthora infestans (Mont.) € uma das mais
importantes, podendo comprometer todo o campo de producéo em questdo de poucos dias
(STEVENSON, 1983; LOPES & SANTOS, 1994).

A presenca da requeima da batateira no Brasil € anterior a 1913 e ocorre em
praticamente todos os locais onde olericola € cultivada, sendo mais severa sob alta
umidade relativa do ar e temperaturas moderadas de 12 a 20 °C. Sob temperaturas acima de
30 °C, a requeima dificilmente ocorre, mas o patdgeno permanece vivo, podendo provocar
danos assim gue as condicdes climaticas se tornarem favoraveis (LOPES & SANTOS, 1994;



ZAMBOLIM et a., 2000). A cultura da batata tem sido cultivada em épocas favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. O problema torna-se ainda maior com o0 uso de cultivares
suscetiveis, como Bintje. Os produtores insistem no plantio dessa cultivar devido a sua alta
produtividade e boas caracteristicas agronémicas certos de que poderdo controlar a requeima
com o uso de produtos quimicos em carater preventivo (COSTA et al., 2002).

A pintapreta em batata, causada por Alternaria solani, pode-se tornar muito
destrutiva, quando o patégeno encontra condicdbes ambientais adequadas a0 seu
desenvolvimento. Este fungo tem seu desenvolvimento ideal em condighes de atas
temperaturas e umidade relativado ar (AVILA et al., 1999).

Sabe-se que, em gera, as cultivares de maturidade precoce mostram-se mais
suscetiveis a doenca que as tardias. Entretanto j& foram selecionados genétipos precoces com
boa resisténcia a0 fungo (BRUNE & REIFSCHNEIDER, 1989; BRUNE et al., 1990;
BRUNE & REIFSCHNEIDER, 1992; BRUNE et a., 1994). A infeccdo na planta comeca
pelas folhas mais velhas, avancando portanto da parte mais baixa da planta em direcéo ao
topo. Além disso, a suscetibilidade aumenta com aidade da planta.

Para contornar o problema, existe a op¢do da aplicacdo de fungicidas na cultura.
Entretanto, esta opcao acarreta maior necessidade de méo-de-obra e de insumos, encarecendo
0s custos de producdo. Além da maior poluicdo ambiental causada pelo uso de agrotoxicos,
gue muitas vezes ndo controlam o patégeno. Portanto, o uso de variedades resistentes torna-se
a dternativa mais viavel alongo prazo (BRUNE, 1999).

2.2.1.3 Principais vir oses fitopatogénicas da batata

O Potato leafroll virus, causador da doenca conhecida como enrolamento das folhas
da batata, é a espécie tipo do género Polerovirus, pertencente a familia Luteoviridae
(TALIANSKY et a., 2003). Estdo espahados por todos os continentes, tendo sido
disseminados, provavelmente, em material vegetativo de batata originario da regido andina.
As particulas de Potato leafroll virus sdo isométricas e apresentam 25 nm de diametro e
transmitido de maneira circulativa por afideos, principalmente por pulgdes (Myzus persicae).
Quando o pulgdo alimenta-se de uma planta infectada, o virus circula pelo aparelho bucal e
trato digestivo, sendo entdo transmitido a outras plantas. Embora a aquisicdo do virus pelo
afideo sgja rdpida, geralmente sua transmissao para uma outra planta requer um periodo de 24
a 48 horas. Este periodo fornece uma oportunidade de minimizar a infestagéo do virus através
da aplicacéo de inseticidas para o controle do pulgdo. O Potato leafroll virus tem uma faixa
hospedeira limitada, cerca de 20 espécies de solanaceas foram experimentalmente infectadas
com o virus. Potato leafroll virus € um patdgeno comum de batata e alguns isolados
ocasionalmente sdo encontrados em tomate, mas ndo infectam outras culturas (TALIANSKY
et a., 2003). As alteracBes apresentadas pela planta de batata, infectada pelo Potato leafroll
virus, dependem da cultivar, da concentracdo de virus na planta e das condi¢des climaticas. O
enrolamento das folhas provocado por fatores abiéticos como estresse hidrico, ou por outros
patdgenos como Rhizoctonia solani, pode ocasionalmente ser confundido com os induzidos
pelo Potato leafroll virus (FIGUEIRA, 1999).

O Potato virus 'Y, causador da doenca denominada mosaico da batateira, pertence ao
género dos Potyvirus e sabe-se que € capaz de infectar mais de 342 espécies de plantas em 69
géneros e 27 familias. O Potato virus Y infecta principalmente plantas da familia das
Solanéceas por todo 0 mundo, como: batata, pimentdo, tomate e fumo, apresentando maiores
taxas de infectividade em climas quentes. Este virus pode causar sérios danos a producéo das
culturas, chegando a reduzir em até 80% de produtividade, como no caso da batata e € uma
das maiores causa da rejei¢cao de batatas-semente em programas de certificacgo de batata livre
devirus.
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Existem varias estirpes de Potato virus Y que, no entanto, podem ser divididas em trés
grupos principais, a estirpe comum (PVY©®), que ocorre em todo o mundo e, a estirpe
necrética (PVYN) e a estirpe PVY®, que tém uma distribuicdo um pouco mais restrita, mas
gue também estdo presentes nos principais paises produtores de batata do mundo (De BOKX,
1981; ANDRADE & FIGUEIRA, 1992; BRUNT et a., 1996 apud FIGUEIRA, 1999). As
estirpes sdo caracterizadas com base nos sintomas produzidos nas plantas em um conjunto de
cultivares selecionadas de batata e fumo. Estes sintomas podem variar desde o aparecimento
de mosaico severo, com deformacdo e eliminagcdo da area foliar, enrugamento e enrolamento
da ponta do foliolo para baixo, em funcdo do crescimento diferenciado dos tecidos da nervura
central e do limbo foliar, até um leve mosqueado nas folhas (FIGUEIRA, 1999). A severidade
depende da estirpe do virus, toleréncia do hospedeiro, tempo de infecgdo e fatores ambientais.
Normamente, o controle do mosaico da batata tem sido feito usando uma variedade de
metodologias, incluindo: uso de tubérculos certificados livre de virus para o plantio,
eliminacdo de ervas daninhas, destrui¢cdo dos restos culturais e uso de cultivares resistentes.

O Potato virus X € uma estirpe-tipo do género Potexvirus. E um virus que se encontra
disseminado no mundo inteiro e foi durante muito tempo considerado sem importancia para a
cultura da batata. Entretanto pode causar a diminuicdo do tamanho dos tubércul os, induzindo
perdas acima de 10% na producdo. Quando associado ao Potato virus Y causa sintomas
bastante severos em plantas de batata, na forma de mosaico rugoso, que leva a perdas
maiores, que variam de 5 a 75% da producdo (MIZUBUTI, 1981). Este virus ndo tem sido
importante na producdo de batata-semente no Brasil. Entretanto, com a recente mudanca na
epidemiologia dos virus que infectam a batata, em que o Potato virus Y tem aumentado a sua
ocorréncia nos campos basileiros de producdo de semente e com a iminente importacdo de
grandes quantidades de batata-semente dos paises sul-americanos pertencentes ao Mercosul,
onde aincidéncia de PV X tem sido significativa, pode vir a se tornar um problema num futuro
proximo (FIGUEIRA, 1999).

A aplicacdo de inseticidas para o controle dos pulgdes, responsaveis pela disseminacéo
de viroses, ndo se justifica no caso do Potato virus Y, devido a0 mesmo ser de transmissao
ndo circulativa. No entanto, no caso de virus de transmissdo circulativa, a medida se justifica
desde que haja baixa incidéncia do virus no campo (AVILA et al., 1999).

2.3 Tratamento Fitossanitario Adotado Para a Cultura da Batata no Brasil

Em funcdo do grande nimero de doencas que acometem a cultura da batata e de que é
muito dificil a obtencdo de cultivares que apresentem resisténcia a uma ampla faixa de
agentes causadores de doencas, as medidas fitossanitérias normalmente empregadas sdo
baseadas no uso de agrotoxicos para o controle dos agentes causais. O controle de doencas
veiculadas por insetos, como as viroses, € feito usando inseticidas de diversos grupos
quimicos e que apresentam variados mecanismos de acdo. De forma semelhante, o controle de
infestacdo de doencas bacterianas e fungicas € feito com a aplicacdo de bactericidas e
fungicidas que, também, apresentam varios grupos quimicos. Na Tabela 1 sGo mostrados
alguns dos principais grupos quimicos usados no controle de pragas e doencas na cultura da
batata no Brasil. No entanto, estes agrotdxicos sdo notadamente conhecidos como agente de
poluicdo, podendo ser acumulados em vérios niveis da cadeia tréfica e no meio ambiente.
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Tabela 1. Ingredientes ativos, grupos quimicos e estrutura dos principais inseticidas e
fungicidas utilizados na cultura da batata.

I ngrediente Ativo Grupo Quimico Estrutura
Inseticidas
Aldicarb Carbamato I
Clorpirifés Organofosforado """ 3o No—cici
Deltametrina Piretride R
Fungicidas

Fenilamida + Metalaxil

Metalaxyl + Mancozeb Etilenobisditiocarbamato

5
/CH?-NH-&-S\\ \
| /- Ma | = Za
\CHeNH-G-57

5]

Mancozeb

Tebuconazole Triazol

2.3.1 Principais principios ativos de inseticidas utilizados na cultura da batata no Brasil
2.3.1.1 Aldicarb

Aldicarb pertence ao grupo quimico dos Carbamatos e tem acéo acaricida, inseticida e
nematicida. Os inseticidas pertencentes ao grupo dos carbamatos sdo derivados de &cido
carbamico. O addicarb atua nas sinapses nervosas inibindo competitivamente o
neurotransmissor acetilcolinesterase (WRIGHT, 1981 apud SIKORA & HARTWIG, 1991),
da mesma forma que os organofosforados e, comportam-se de maneira quase idéntica em
sistemas biologicos, mas com duas diferencas principais. Primeiro alguns carbamatos séo
potente inibidores de aliesterase (esterases aliféticas, cujas funcdes exatas ndo sdo conhecidas)
e sua seletividade € muitas vezes mais pronunciada contra acetilcolinesterase de diferentes
espécies. Segundo, a inibicdo da acetilcolinesterase por carbamatos € reversivel, sendo
chamado de carbamilada, enquanto que, quando inibida por organofosforado, resulta em uma
fosforilagdo (WARE & WHITACRE, 2004). O primeiro inseticida deste grupo a ser usado
com sucesso foi carbaril (Sevin®), que foi usado pela primeira vez em 1956, que vem sendo
usado em todo mundo em maior quantidade que todos os outros carbamatos utilizados. As
principais qualidades apresentadas por este inseticida que tém garantido 0 sucesso do uso
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foram: apresentam toxicidade dermal e oral muito baixa em mamiferos e um espectro de acéo
muito amplo no controle de insetos (WARE & WHITACRE, 2004). O movimento e
degradacdo de residuos de adicarb € um processo complexo afetado ndo so pelo solo e suas
propriedades hidrogeol 6gicas, como também, pelas condigdes climéticas e praticas agricolas
(JONES & ESTES, 1995).

2.3.1.2 Clorpirifés

O clorpirifés € um principio ativo pertencente ao grupo quimico dos organofosforados.
Organofosforado é o termo que inclui todos os inseticidas contendo fosforo. Todos os
organofosforados sdo derivados de um dos &cidos fosféricos e geralmente séo os pesticidas
mais toxicos aos vertebrados. Suas qualidades inseticidas foram observadas pela primeira vez
na Alemanha durante a 22 guerra mundial. Todos os organofosforados sdo ésteres de fosforo
apresentando uma combinagdo variada de oxigénio, carbono, enxofre e nitrogénio. S&o
divididos em trés grupos, os alifaticos, os fenis e os heterociclicos derivados.

O modo de acdo dos organofosforados se dé através da inibicdo da enzima
acetilcolinesterase. Esta enzima apresenta dois sitios distintos conhecidos como esterético e
aniénico que servem como pontos de ligacdo para a acetilcolina. As moléculas de inseticidas
organofosforados apresentam uma conformacdo estrutural que permite o encaixe no sitio
esterético da acetilcolinesterase através do grupamento fosfato. Ao contrario da acetilcolina
gue é prontamente hidrolisada com a acetilagdo, a hidrdlise da enzima fosforilada ocorre de
maneira lenta (OMOTO, 2000). Diz-se que a enzima encontra-se fosforilada quando o
inseticida encontra-se ligada a €la. Essa ligacéo é feita de forma irreversivel. A inibicdo
resulta na acumulacdo de acetilcolina nas juncdes neurénio/neurdnio e neurdnio/musculo ou
sinapses, causando rapida contracdo dos musculos involuntarios e finamente, paralisia
(WARE & WHITACRE, 2004).

Algumas espécies de bactérias entéricas e de Pseudomonas séo capazes de utilizar o
clorpirifés como fonte de carbono, causando a degradacdo deste ingrediente ativo quando
presente no solo (SINGH et al., 2003; SINGH et al., 2004). Apesar do clorpirifos apresentar
uma meia vida no solo relativamente baixa, em torno de 8 dias, seus residuos s6 desaparecem
completamente apds 120 dias do tratamento do solo (PANDEY & SINGH, 2004). Esse efeito
pode ser aumentado em func&o da dosagem aplicada ou repeticao da aplicagdo, 0 que aumenta
a dosagem do produto. Segundo MOHAN et al. (2004), quanto maior a quantidade do produto
aplicada, menor sera a percentagem degradada.

2.3.1.3 Deltametrina

A deltametrina pertence ao grupo quimicos dos piretrides. O piretro natural foi muito
pouco usado em atividades agricolas em funcéo de seu custo e instabilidade a luz solar. Nas
Ultimas décadas, muitos materiais sintéticos semelhante a piretrina foram desenvolvidos.
Originalmente eles foram chamados de piretrdides sintéticos, mas atualmente a melhor
designacdo para eles é simplesmente piretréides. Os piretroides tiveram uma evolucéo
interessante, aqual € convenientemente dividida em quatro geragdes (Tabela 2).

A primeira geracdo contém somente um piretréide, que apareceu em 1949. Sua sintese
era muito complexa, envolvendo 22 reacfes quimicas para alcancar o produto final.
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Tabela 2: Evolucdo de sintese dos ingredientes ativos e produtos comerciais pertencentes ao
grupo dos piretroides.

~ Ingredientes —
Geracao ALiVos Produto(s) Comercial(is)
Primeira , .
Geracio Aletrina Pynamin®
Tetrametrina  neo-Pynamin®, Pynamin®
Segunda Resmetrina Synthrin®
Geracao Bioresmetrina -
Fonotrina Sumithrin®
Fenvaleratos Pydrin®, Tribute® e Bellmark®
Tercera
Geragao ermetrinas Ambush®, Astro®, Dragnet®, Flee®, Pounce®,
b Prelude®, Talcord® e Torpedo®
Bifetrina Capture® e Talstar®
lambda-cialotrina Demand®, Karate®, Scimitar® e Warrior®
Cipermetrina A_mmo®, Barricade®, Cymbush®, Cynoff® e
Ripcord®
Ciflutrina _IIB_»aythr0|d®, Countdown®, Cylense®, Laser® e
empo®
Deltametrina  Decis®
Esfevenlerato  Asana® e Hallmark®
Quarta Fenpropatrina  Danitol®
Geracado

Flucitrinato Cybolt® e Payoff®
Fluvalinato Mavrik® e Spur®
Praletrina Etoc®
tau-fluvinato ~ Mavrik®
Teflutrina Evict®, Fireban®, Force® e Raze®
Tralometrina  Scout X-TRA® e Tralex®

Zeta-cipermetrina  Mustang® e Fury®

A segunda geracdo inclui a Tetrametrina, surgida em 1965, seguida, em 1967, pela
Resmetrina, que era 20 vezes mais eficaz que o piretro, e pela bioresmetrina (50 vezes mais
eficaz que o piretro), posteriormente a Bioallethrin®, em 1969, e finalmente fonotrina, em
1973.

A terceira geragdo, que surgiu nos anos de 1972-73, inclui os fenvaleratos e as
permetrinas. Estes tornaram-se os primeiros piretroides usados na agricultura por causa de sua
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excepcional atividade inseticida e fotoestabilidade. Eles ndo sofriam efeito da luz UV solar e
Seus residuos permaneciam ativos nas folhas das culturas por um periodo de 4 a 7 dias.

Os piretroides usados atualmente pertencem a quarta geracéo e de todos os piretréides
j& sintetizados, so aqueles que apresentam maior eficiéncia inseticida por apresentar eficacia
em doses muito baixas de ingrediente ativo. Os Ultimos integrantes dessa geracdo S30:
acrinatrina (Rufast®), imiprotina (Pralle®), registrada em 1998 e gama-ciaotrina (Pytech®)
gue esta em desenvolvimento. Todos os compostos pertencentes a quarta geracéo séo foto-
estveis e por causa de sua baixa volatilidade promovem um efeito residual mais longo, em
torno de 10 dias sob condi¢cdes favoraveis (WARE & WHITACRE, 2004). No solo, os
piretréides apresentam duas fases de degradacéo: inicialmente ocorre uma rgpida dissipacéo
na superficie do solo, devido a fotdlise, volatilizacdo e perdas fisicas seguido de uma
degradacdo quimica e microbianamais lenta (HILL & SCHAALJE, 1985 apud LAABS et 4.,
2000).

Os piretréides compartilham modos de acdo similares, que lembram o modo de acéo
do DDT, e séo considerados venenos axénicos. Eles atuam principalmente nos canais de sddio
das células nervosas do sistema nervoso centra e periférico dos insetos (BLOOMQUIST,
1998). Os canais de sodio se abrem no momento de transmissdo de um impulso nervoso e se
fecham imediatamente ap0s a despolarizacdo da célula nervosa. Esses inseticidas se
posicionam em algumas unidades dos sitios de ligacgo dos canais de sodio de tal modo que
eles permanecem abertos por um tempo maior, prolongando-se assim o periodo de influxo de
sodio apds um potencial de agdo. Com isso, potenciais de agdo repetidos sdo desencadeados e
os insetos morrem devido a hiperexcitabilidade provocada por estes inseticidas. Os piretréides
atuam apenas nos canais de sodio abertos no momento da despolarizacdo da membrana do
axoénio (OMQOTO, 2000).

2.3.2 Principais principios ativos de fungicidas utilizados na cultura da batata no Brasil
2.3.2.1 Metalaxil

O metalaxil € um fungicida sistémico pertencente ao grupo quimico das fenilamidas,
muito sollvel em &gua (8,4 g.L'* a 22 °C) e ndo é volétil (WAUCHOPE et a., 1992 apud
WILSON et a., 2001). O metalaxil € um inibidor especifico da sintese de RNA ribossdmico,
privando a célula de seus ribossomas e, portanto, diminuindo a sintese protéica, no entanto, o
mecanismo exato dessa interferéncia, ndo é conhecido (GHINI & KIMATI, 2002).

O metaaxil apresenta uma meiavida relativamente baixa no solo, de
aproximadamente 15 dias, no entanto, procedimentos de secagem e re-umedecimento do solo
resultam em uma significante diminui¢go do potencia de degradacéo deste ingrediente ativo
pelos microrganismos nativos do solo (PESARO et al, 2004). Dados obtidos de contetido de
DNA no solo e contagem direta de células indicaram uma reducdo de 51% e 24%,
respectivamente, na biomassa microbiana, apos 0 solo ter sido seco e re-umedecido (PESARO
et a., 2004). Foi observada a mesma tendéncia para estes dois parametros quando o mesmo
solo foi submetido a congelamento e aquecimento (PESARO et al., 2003).

Em altas doses 0 metalaxil é téxico aos microrganismos, contudo, quando incorporado
a0 solo resulta em um aumento nos niveis de nitrato e amonio, estimulando a atividade
microbiana (MONKIEDJE et al., 2002). Porém, apesar de haver uma relacéo ndo linear entre
a concentracéo e a percentagem de adsorcdo no solo (SUKUL & SPITELLER, 2001) essa
percentagem de adsor¢do é baixa, em torno de 25%, dependendo do tipo de solo
(MONKIEDJE & SPITELLER, 2002).

2.3.2.2 Mancozeb

O mancozeb é um fungicida de contato pertencente a0 grupo quimico dos
etilenobisditiocarbamatos. Este fungicida apresenta atividade de amplo espectro e seu modo
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de acdo exato ndo é conhecido. No entanto, a inibi¢cdo do desenvolvimento fungico se da pela
metabolizacdo do mancozeb que é reduzido a um radical de isotiocianato, contendo &omos de
carbono, nitrogénio e enxofre, que inativam grupos sulfidricos dos aminoécidos (ECKERT,
1988). O risco do desenvolvimento da resisténcia a estes fungicidas € geralmente considerado
baixo porque eles possuem um modo de agdo multi-sitio (GEORGOPOLUS, 1977).

O efeito do mancozeb sobre a atividade enzimética microbiana ocorre em baixas
concentragdes (GUVEN et al., 2003), no entanto, este principio ativo € pouco toxico e
degradado rapidamente na presenca de umidade e oxigénio (JACOBSEN & BOSSI, 1997).

2.3.2.3 Tebuconazole

O tebuconazole é um fungicida sistémico, pertencente ao grupo quimico dos triazdis e
atua como um potente inibidor para o esterol fungico 14a-amilase, 0 Unico membro da
superfamilia de citocromo P450, presente em animais, plantas e fungos. Seu mecanismo de
acao envolve a inibicdo seletiva da atividade da enzima esterol 14a-demetilase do fungo, em
relacdo a mesma enzima presente na planta (LAMB et al., 1998), resultando em uma reducéo
na sintese do 24-metilenodihidrolanosterol, um precursor de ergosterol em fungos (KUCK et
al., 1995 apud MA et a., 2004). O sitio primario de atuacdo dos inibidores de biossintese de
ergosterol é a dimetilacdo do C-14 (GHINI & KIMATI, 2002). Apesar da inibicdo da
atividade da enzima esterol 14a-dimetilase ocorrer de forma seletiva, priorizando a enzima
fangica, foi observado que a aplicacdo do fungicida em uma dose 3 vezes superior aguela
capaz de inibir a atividade da enzima no fungo Ustilago maydis, € capaz de reduzir em 50% a
atividade desta mesma enzima presente em sorgo (LAMB et a., 2001).

Em estudos in vitro, RAMIREZ et al. (2004) observaram que o efeito inibitério do
tebuconazole, apesar de apresentar efeito inibidor frente a Fusarium graminearum, pode
ocorrer um estimulo ao crescimento desse fungo a depender das condi¢cbes de umidade e
temperatura.

2. 4 Estudos de Ecologia Microbiana Usando M ar cador es M olecular es

Os métodos moleculares tém possibilitado avancos na identificacdo da diversidade de
microrganismos presentes no solo e em outros substratos e deverdo representar no futuro uma
forma de aprofundar a melhor compreensdo do papel deste componente. Esses estudos s&o
baseados em genes, ou espacos intergénicos, chamados de marcadores moleculares.
Atuamente existe um nimero muito grande de genes que vém sendo empregados como
marcadores moleculares, entre eles o mais usado € o gene que codifica a subunidade 16S do
ribossomo (16S rRNA).

PACE et al. (1985) foram os primeiros autores a sugerirem o uso do gene 16S rRNA
como um marcador molecular para o estudo de populacbes microbianas em amostras do
ambiente, independente do seu cultivo. Segundo LUDWIG & SCHLEIJER (1994), apud por
HEUER & SMALLA (1997), tanto o 16S como o 23S rDNA sd0 moléculas ideais, como
marcadores moleculares filogenéticos, devido a sua distribuicdo universal, sua conservacao
estrutural e funcional, e seu tamanho, que permite uma suficiente divergéncia na seqiéncia.
Devido a sua importancia para classificacbes filogenéticas (WOESE et al., 1990), a
guantidade de sequiéncias disponiveis em banco de dados (PACE , 1996; MAIDAK et al.,
1999), o gene 16S rRNA € a seqiiéncia alvo mais usada para andlise filogenética e tipagem de
bactéria ao nivel de espécie (LAGUERRE et al., 1994; LI et al., 1993; WEISBURG et al.,
1991).

Normamente o gene 16S esta presente no genoma das bactérias em mais de uma
copia, apresentando, na maioria dos casos, mutacdes entre as copias (REISCHL et al., 1998;
MARCHANDIN et a., 2003; CONVILLE & WITEBSKY, 2005). Esta heterogeneidade
intragendémica dos multiplos operons do gene 16S pode ndo ter um efeito profundo na
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classificaggo taxonémica (COENYE & VANDAMME, 2003), no entanto, a aplicacdo deste
gene para estudos de ecologia microbiana usando técnicas baseadas nas diferencas do
percentual de G+C entre os individuos, para a separacdo de fragmentos de DNA, como
DGGE e TGGE, por exemplo, pode causar certa confusdo a medida que um unico individuo
poderd apresentar um perfil com mais de um fragmento. Uma aternativa seria 0 uso de genes
presentes nos microrganismos em copia Unica ou que ndo apresentem mutacbes entre as
copias. O gene que codifica a subunidade b da RNA polinerase (rpoB) parece estar presente
no genoma dos microrganismo em uma copia simples e conservada (WALSH et a., 2004),
mostrando-se capaz de evitar problemas com a heterogeneidade intra-especifica (DAHLLOF
et a., 2000; KHAMIS et a., 2005; RENOUF et al., 2006).
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CAPITULO |

INFLUENCIA DE DIFERENTES CULTIVARESDE BATATA (Solanum tuberosum
L.) NA COMUNIDADE BACTERIANA ASSOCIADA AO RIZOPLANO



RESUMO

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Influéncia de diferentes cultivares de batata
(Solanum tuberosum L.) na comunidade bacteriana associada ao rizoplano

A bataticultura apresenta uma grande importancia econémica e socia sendo responsavel pela
intensa utilizacdo de mao-de-obra, dém de apresentar grande importancia alimentar, sendo
atualmente o quarto alimento mais consumido no mundo. As cultivares de batata exploradas
comercialmente mostram grande variedade em relacdo ao ciclo de maturacdo, teor de matéria
seca e resisténcia a doenga, podendo resultar em ateracbes na comunidade microbiana
associada a cultura. Foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacdo com as cultivares
Achat, Bintje, Agata, Monalisa e Asterix, plantadas em amostras de solo do Sistema Integrado
de Producéo Agroecoldgica (SIPA) com o objetivo de avaliar possiveis diferencas nos perfis
de rDNA da comunidade bacteriana associada ao rizoplano de batata em funcdo da cultivar.
Foram realizadas 3 coletas aos 15, 30 e 60 dias apos a emergéncia (DAE). A andise da
comunidade bacteriana associada ao rizoplano das cultivares foi redizada através da técnica
PCR-DGGE usando o gene 16S rRNA como marcador molecular. Os resultados mostraram
gue a comunidade bacteriana associada ao rizoplano de diferentes cultivares de batata sofreu
mudancas, tanto entre as cultivares quanto em relacdo as épocas de coleta, em que as
mudangas observadas nesta comunidade foram fortemente influenciadas pelas caracteristicas
morfo-fisioldgicas intrinsecas das cultivares. Foi observada uma diminuicdo na discriminagao
entre as comunidades bacterianas associadas ao rizoplano das diferentes cultivares a medida
gue as plantas atingiram o final do ciclo.

Palavras-chave: DGGE, comunidade bacteriana, rizoplano, Solanum tuberosum.
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ABSTRACT

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Influence of different cultivars of potato
(Solanum tuberosum L.) on bacterial communities associated to the rhizoplane

Potato cropping shows great social and economical importance and, it is responsible by a very
expressive part of the labor force of agricultural workers, besides being the forth product used
as human food. Comercial potato cultivars show a great variety of characteristics related to
maturation stage, accumulated dry matter content and disease resistance, which could be
associated to specific microbia populations that colonize plant tissues, its surface or even the
rhizospheric soil. An experiment was carried out under greenhouse conditions in which 5
potato cultivars: Achat, Bintje, Agata, Monalisa and Asterix were cultivated in pots filled with
soil from an Agroecologial Integrated Production System (RJ, Brazil) aiming to determine the
shifts on the rDNA profiles of bacterial communities associated to the cultivar rhizoplanes. It
were performed 3 harvests at 15, 30 and 60 Days After Sowing (DAS). The analyses of the
bacterial community associated to the potato rhizoplane were performed by PCR-DGGE
method, using the gene 16S rRNA as molecular marker. The results showed that the variation
of rhizoplane bacterial community was due to both, cultivar and plant age. Differences on the
bacterial community associated to each cultivars seem to be a result from intrinsic
physiological characteristics of the cultivar. Remarkable differences among rhizoplane
bacterial community were found at the earliest plant age, tending to decrease at the later
stages.

Key-words: DGGE, bacterial community, rhizoplane, Solanum tuberosum.
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3.1 INTRODUCAO

A relagéo das plantas com a comunidade microbiana do solo pode ocorrer sob diversas
formas, sgja através de associagfes que promovam desvantagens as plantas, como, por
exemplo, nos casos em que essa relagéo resulta em doencas, ou associagoes positivas, em que
os microrganismos fornecem algum tipo de vantagem as plantas, sga no controle de
fitopatdégenos e/ou pragas ou ha promocao do crescimento vegetal (producéo de fitorménios,
FBN, solubilizacéo de fosfato, entre outros) e se beneficiam recebendo nutrientes das plantas.
De acordo com SUNG et a. (2006), as plantas sGo capazes de aumentar a concentragdo
microbiana no solo, fornecendo exsudatos através das raizes que sdo usados pelos
microrganismos como substrato para seu crescimento. A composicdo quimica dos exsudatos
radiculares é extremamente variavel entre diferentes espécies e, mesmo dentro de uma espécie
pode haver variacdo entre cultivares e variedades. Além do gendtipo vegetal, a composi¢ao
guimica dos exsudados radiculares é resultado da interacgo de diferentes fatores, tais como,
estado nutricional, idade, doenca e outros fatores ambientais que também afetam diretamente
a comunidade microbiana presente na rizosfera (MAHAFFEE & KLOEPPER, 1997,
GRIFFITHS et a., 1999).

As cultivares de uma mesma espécie de planta hormalmente apresentam diferencas,
morfologicas ou fisioldgicas, que as distinguem umas das outras. Portanto, quando sob a
mesma condi¢cdo de cultivo, estas respostas fisioldgicas diferenciadas sdo potencialmente
capazes de promover uma selecdo da flora microbiana normalmente associada ao tecido
vegetal (GOMES et d,. 2003). Tem sido demonstrado como a comunidade microbiana
associada ao tecido vegetal é dependente da cultivar, o que sugere que, pelo menos, parte das
caracteristicas observadas num novo material pode ser decorrente da interacdo direta com
grupos especificos de microrganismos. Num estudo onde foi aplicada a técnica de PCR-
DGGE em 4 cultivares de milho cultivados em solos de Varzea e de Cerrado foi encontrada
uma consideravel diversidade de espécies de Paenibacillus presentes na rizosfera (SILVA et
al., 2003). Foi observada uma clara distingcdo entre as populacfes de Paenibacillus associadas
as plantas crescidas em solo de Cerrado e de Varzea, mostrando que o tipo de solo foi o fator
gue mais influenciou a selecdo destas populagbes, corroborando resultados encontrados
previamente por CHIARINI et al. (1998). No entanto, foi observada, também, uma tendéncia
de agrupamento das cultivares em dois grupos, cada um com duas cultivares, o que deve ter
sido conseqiiéncia das caracteristicas intrinsecas das cultivares de cada grupo (SILVA et al.,
2003).

CHIARINI et al. (1998) observaram que, durante o crescimento de plantas de milho, a
densidade da comunidade microbiana associada ndo variou significativamente, porém a
estrutura desta comunidade sofreu mudancas marcantes durante a fase inicia de
desenvolvimento das plantas, tendendo a se manter mais estavel nas fases subsequentes,
sugerindo aimportancia da selecdo de microrganismos no inicio do desenvolvimento vegetal.

A comunidade microbiana também responde a estresses sofridos pela planta. Foi
observado que, quando foi provocado o desfolhamento em diferentes cultivares de azevém
(Lolium perene) houve uma distingdo na comunidade microbiana do solo em funcéo da
cultivar estudada (MACDONALD et a., 2004).

Em um estudo com 4 cultivares de canola que diferiam na susceptibilidade ao
patdgeno Verticillium longisporum, GRANER et al. (2003) observaram que, j& nas sementes,
assm como nos tecidos das plantas, ocorria uma diversidade na flora endofitica de pelo
menos 2 dos 4 cultivares estudados e que cerca de 50% dos isolados obtidos destes 2
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cultivares apresentaram uma inibicdo moderada a forte, contra o patégeno, o que pode
contribuir para a resisténcia ao patdgeno.

Apesar da batata ser uma cultura de grande importancia nacional e mundial, sendo o
guarto alimento mais consumido no mundo (FAO, 2005), ndo ha estudos que caracterizem as
comunidades microbianas associadas a diferentes cultivares.

Este capitulo teve por objetivo determinar a influéncia de diferentes cultivares de
batata sobre a comunidade bacteriana associada ao rizoplano.



3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1- Desenvolvimento de Mar cador de Posicao de Bandas Para Gel de DGGE

Para 0 desenvolvimento do marcador foram usadas as estirpes de bactérias. BR 11080
(Azospirillum lipoferum), BR 11281 (Gluconacetobacter diazotrophicus), BR 11001
(Azospirillum brasilense), LMG 6138 = BR 111 (Bradyrhizobium japonicum), BR 11175
(Herbaspirillum seropedicae), BR 11140 Azospirilum amazonense), BR 620 (Rhizobium
leguminosarum bv. viceae), BR 3804 (Mesorhizobium plurifarium), BR 112 (Snorhizobium
fredii), BR 11340 (Burkholderia sp.), VB 32T (Azoarcus indigens), CFN 42 = BR 10026
(Rhizobium etli), USDA 76 = BR 113 @radyrhizobium elkanii), ORS 571 = BR 5410
(Azorhizobium caulinodans), LMG 6125 = BR 7801 (Mesorhizobium loti), Agrobacterium
rizogenes, CNF 299 = BR 10016 (Rhizobiumtropici I1A) e Bacillus thuringiensis. As estirpes
foram obtidas da colecéo de culturas da Embrapa Agrobiologia. Ap6s crescimento em meio
de cultura, o DNA das estirpes acima citadas foi extraido, amplificado po PCR e submetidos a
DGGE conforme descrito abaixo. A reagdo de PCR foi redizada, tanto para as estirpes
isoladamente, quanto para a mistura de DNA das estirpes sel ecionadas.

3.2.2 Coleta do Solo e Instalacéo dos Experimentos

Amostras de solo foram coletadas no Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica
(SIPA), localizado no municipio de Seropédica (RJ). O experimento foi conduzido em casa
de-vegetacdo, em vasos de 1,5 kg, onde foram plantados tubérculos das cultivares Achat,
Bintje, Agata, Monalisa e Asterix, cujas caracteristicas morfo-fisiol6gicas s30 apresentadas na
Tabela 3. O experimento foi montado em um delineamento de blocos ao acaso com 3 coletas
e 5 repeticles. As coletas foram realizadas aos 15, 30 e 60 dias apos a emergéncia (DAE).

3.2.3 Coleta das Raizes e Extracéo de Células do Rizoplano

A parte aérea das plantas foi cortada a aproximadamente 5 cm do solo e descartada.
Apoés ter sido retirado do vaso, o solo foi cuidadosamente separado das raizes e estas
colocadas em sacos plasticos e acondicionadas em caixa térmica contendo gelo. As raizes
foram entdo suavemente agitadas para eliminar o excesso de solo rizosférico, lavadas em
solucdo salina (NaCl 0,85%) e secas em papel toalha autoclavado. Foi pesado 1 g de raizes e
transferido para tubo falcon de 50 mL contendo 20 mL de solugdo salina. Os tubos foram
agitados em agitador de ac8o pulsada (150 RPM; 30 min). Foi transferida uma aliquota de 8
mL para tubo falcon de 15 mL, seguida de centrifugacdo (10.000 RPM; 30 min; 4 °C). O
sobrenadante foi descartado e adicionado 1 mL de &gua esterilizada. O tubo foi agitado em
vortex para a ressuspensao do precipitado e a solucdo foi transferida para microtubo de 1,5
mL. Em seguida o material foi centrifugado (10.000 PRM; 15 min), o sobrenadante foi
eliminado e o tubo contendo o precipitado foi estocado em freezer (-20 °C).
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Tabela 3: Caracteristicas morfo-fisiolégicas das cultivares de batata utilizadas para o estudo
de seus efeitos na comunidade bacteriana associada ao rizoplano.

Caracterigticas Achat Bintje Agata Monalisa Asterix
Hagste
Vigor Pouco Muito Pouco Médio Médio
NUmero 4a5 3a4 8al0 5a6 4a5
Tamanho dafolha Pequena Grande Média Grande Média
Cor dafolha Verde escura Verde escura Verde clara Verde clara Verde clara
Alturadaplanta Média Média-alta Baixa Alta Alta
Maturacdo Semi-precoce Tardia Precoce Precoce Semi-tardia
Floragéo Nao Sm Sm Sm Sm
Cor daflor - Branca Branca Branca Violeta
avermel hada
Tubérculo
Forma gﬁ;%g‘éo Oval aongado Oval Alongado Oval aongado
Cor dapelicula Amarela clara Amarela clara Amarelaviolécea Amarela Vermelha
Textura Lisafosca Lisabrilhante Lisabrilhante Lisa brilhante Rugosa
Olhos Superficiais Superficiais Superficiais Superficiais Profundos
Cor da polpa Amarela pdida Amarela pdida Amarela pdida Amarela Amarela
Broto Vial Viol Vial Viol
ioleta . ioleta ioleta ioleta
Cor avermelhado Videta aaiado avermelhado claro  avermelhado avermelhado
Doencas
il?}gea%a(Phytophthora Resistente Susceptivel Susceptivel z?azgqga E\?&:ggga
Enrolamento das folhas . . Resisténcia Resisténcia Resisténcia
(Potato Leafrall virus) Susceptivel Susceptivel moderada moderada moderada
. ) . . Susceptibilidade ~ Su ibilidade .
Mosaico (Potato vitus Y) Resistente Susceptivel m osc(;g)ad a m os(;j:gd a Resistente

Adaptado de. ABBA (2005); APASSUL (2005); AVILA et a. (1999); JABUOMSKI &
FURUMOTO (1997); NIVAA (2003).

3.2.4 Extracéo de DNA

Seguiu-se o protocolo descrito por SCHWIEGER & TEBBE (1998) e modificado por
XAVIER et al. (2004). O precipitado microbiano estocado (—20 °C) foi ressuspenso em
0,6mL de tampéo de lise TES (0,05M NaCl; 0,01M EDTA; 0,05M Tris HCI pH 8,0; 1% SDS)
e agitado em vortex. Em seguida, as amostras foram submetidas a cinco etapas de
congel amento/descongelamento: imersdo em nitrogénio liquido (5min), aquecimento (65 °C;
180 RPM; 5 min) e agitacéo (180 RPM; 10 s). Aplicou-se, entdo, 8,4 nL de proteinase K (20
mg.mL™) nas amostras que foram incubadas sob agitacdo (180 RPM; 65 °C; 1 hora). Em
seguida, adicionou-se, 0,6 mL (1 volume) de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1),
submeteu-se as amostras a centrifugacéo (9.000 RPM; 6 min). O sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para novos microtubos, onde foram adicionados 0,6 mL (1 volume) de
cloroférmio-&lcool isoamilico, repetindo-se a centrifugacdo anterior. Uma aliquota de
aproximadamente 0,5 mL do sobrenadante foi transferida para um novo microtubo e 0,5
volumes de isopropanol gelado foram adicionados. As amostras foram, ent&o, incubadas (60
min; -20 °C) e centrifugadas (13.000 RPM; 20 min). Removido o sobrenadante, o precipitado
foi centrifugado a véacuo para a secagem e ressuspendido em 50 ni de tampdo TE (10mM
Tris, ImM NaEDTA; pH 8,0).

3.2.5 Condi¢cdesda PCR e DGGE

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em triplicata, nas dilui¢es 1.5, 1:10 e
1:20. As reacOes foram feitas em um volume final de 35 nlL e consistiu em 1 nL da diluicdo
do DNA, tampao (10 mM), MgCh (3,5 mM), dNTP (0,2 mM cada), BSA (0,17 ng.nL™), Taq
DNA polimerase (Invitrogen) (0,7 U) e osiniciadores 1401-R e 968CG-F (0,2 nM cada). Os
iniciadores e as condi¢cdes da reacdo de PCR: aguecimento inicia (95 °C; 3 min), 40 ciclos
compostos de desnaturacéo (94 °C; 30 s), anelamento (55 °C; 30 s) e extensdo (72 °C; 30 9) e,
uma etapa fina de extensdo (72 °C; 5 min) estdo descritos em GELSOMINO et al. (1999).
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Apdbs a amplificacdo, os produtos das trés reaces de PCR, provenientes das dilui¢les, foram
combinados em um Unico microtubo.

Um volume de 12 a 20 mi_ de cada amostra de DNA amplificado foi aplicado em gel
desnaturante de poliacrilamida 6 % (N-acrilamida, N -metilbisacrilamida, 37:1) dissolvidaem
tampdo TAE 0,5X (Tris-base, 20 mM pH 7,8; acetato de sodio 10 mM e NaEDTA, 0,5 mM).
O gradiente de desnaturante utilizado foi de 50 a 65%, obtido usando-se duas solucdes, uma
contendo apenas solucdo de poliacrilamida e a outra uréia (7M) e formamida (40% v/v) e
poliacrilamida. A eetroforese foi realizada no sistema Dcode™ (Bio-Rad) sob voltagem
constante (120 V; 60 °C; 16 horas) e ao fina o gel foi corado com uma solucéo de Syber Gold
(Molecular Probe) (20X) e visualizado sob luz ultravioleta no sistema de foto-documentacao
IMAGO (B&L).

3.2.6 Andlise Estatistica

A partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE, foram elaboradas matrizes binarias
de presenca e auséncia de bandas para cada uma das repeticoes, em cada coleta, em funcdo da
posicdo gue as bandas ocupavam no gel. Para bandas presentes em determinado tratamento
era anotado o valor numérico “1”, se ausente, era anotado o valor numérico “0” (KOZDROJ
& ELSAS, 2001). Como o estudo foi composto de 5 repeticdes, foi construida uma Unica
matriz, a partir das 5 repeticdes, em que cada repeticdo foi adicionada na planilha ao final da
anterior (ABOIM, 2004). A partir desta matriz binaria foi feita a andlise de agrupamento por
dendrograma para a qual foi utilizado, para o calculo da similaridade, o coeficiente de Jaccard
e 0 méodo UPGMA para agrupamento, através do programa NTSYS-PC v. 2.10 (Applied
Biogtatistics). Também foi realizada uma Analise de Componentes Principais (PCA) usando o
programa CANOCO v. 4.5. As informagdes mostradas na Tabela 3 foram transformadas em
uma matriz binaria e submetidas a uma andliise de agrupamento por dendrograma, para
comparar com os resultados obtidos a partir dos géis de DGGE.
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3.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

3.3.1 Marcador de Posi¢ao de Bandas Para Géisde DGGE

Previamente a andlise do efeito das diferentes cultivares de batata sobre a comunidade
bacteriana associada ao rizoplano, foi realizada a escolha de espécies bacterianas para serem
usadas como marcadores de posi¢cdo de bandas em géis de DGGE. A escolha das estirpes
bacterians para compor o marcador foi realizada com base no niUmero e na posicéo que a
banda representativa de cada estirpe bacteriana aparecia no gel (Figura 2). Desta forma, as
estirpes bacterianas que apresentavam um numero elevado de bandas (Figura 2, linhas 2, 5, 7,
11, 12, 14, 15, 16 e 18) ou apresentavam a banda na mesma posicdo que outras estirpes
(Figura 2, linhas 1, 4, 6 e 17) foram descartadas, ndo fazendo parte do marcador.
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Figura 2: Gel de DGGE das espécies bacterianas testadas como marcadores de posicéo de
bandas. Linha 1- BR 11080; 2- BR 11281; 3- BR 11001; 4- BR 111; 5- BR 11175; 6-
BR 11140; 7- BR 620; 8- BR 3804; 9- BR 112; 10- BR 11340; 11- VB 32T, 12- BR
10026; 13- BR 113; 14- BR 5410; 15- BR 7801; 16- Agrobacteriumrizogenes 17- BR
10016; 18- Bacillusthuringiensis.

Com base nos critérios descritos acima foram selecionadas as estirpes bacterianas
Azospirillum brasilense (BR 11001), Mesorhizobium plurifarium (BR 3804), Snorhizobium
fredii (BR 112), Burkholderia sp (BR 11340) e Bradyrhizobium elkanii (BR 113), para
compor 0 marcador de posi¢do de bandas, usado com marcador (M) nos géis da Figura 3.
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3.3.2 Efeito das Diferentes Cultivares na Comunidade Bacteriana Associada ao
Rizoplano de Batata
3.3.2.1 Perfis da cominidade bacteriana visualizados em gel de DGGE

O DNA de células bacterianas associadas ao rizoplano de cultivares de batata foi
amplificado com iniciadores universais que flanqueiam a regido V6-V8 do 16S rDNA e
submetido a uma eletroforese em gel com gradiente de desnaturantes. A Figura 3 mostra 0s
perfis desta comunidade bacteriana associada ao rizoplano das diferentes cultivares, obtidos
por PCR-DGGE, aos 15, 30 e 60 dias apds a emergéncia. Como pode ser observado nesta
Figura, algumas bandas, indicadas por setas, estdo presentes em todas as cultivares e em todas
as coletas, indicando o0 que parece ser um grupo bacteriano bastante inespecifico,
permanecendo associado ao rizoplano da planta independentemente da cultivar ou do estagio
de desenvolvimento da mesma. Por outro lado, dada a sua habilidade em interagir com o
tecido vegetal da planta € possivel que tenha uma atuacdo significativa, talvez como promotor
de crescimento vegetal, ou simplesmente que trata-se de um grupo saprofitico capaz de
colonizar eficientemente o rizoplano.

Em um estudo com Trifolium repens e Lolium perenne, no qual a rizosfera foi
estudada em 3 compartimentos (solo, solo rizosférico e rizoplano), foi observado gque o solo
era predominantemente colonizado por grupos de bactéria Gram-positivas, Cytophaga—
Flexibacter—Bacteroides, Proteobacteria e Holophaga—Acidobacterium. Ja a regido
rizosférica, incluindo o rizoplano e solo rizosférico, apresentava um efeito seletivo
favorecendo as gama-Proteobacteria, em detrimento as Gram-positivas e as Holophaga—
Acidobacterium, levando a uma dominéncia de bactérias pertencentes a0 grupo das
Pseudomonas (MARILLEY & ARAGNO, 1999). Nesse estudo, foi observado que a
diversidade filogenética diminuia a medida que as amostras iam sendo coletadas mais
préximas das raizes das plantas. As bactérias do grupo Pseudomonas sdo notadamente
conhecidas como rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (GUPTA et al., 2005;
PICARD & BOSCO, 2005), apesar de algumas espécies ou mesmo estirpes serem causadoras
de doencas ou interferirem de forma negativa no desenvolvimento da planta (BERGGREN et
al., 2005). OLSSON & PERSSON (1999) observaram que, em solo rizosférico, quanto maior
0 grau de aderéncia do solo as raizes de cevada, havia um favorecimento de bactérias
pertencentes a0 grupo Cytophaga—Flavobacterium e uma diminuicdo correspondente em
bactérias pertencentes ao grupo Pseudomonas.

A técnica de DGGE tem permitido um avanco rdpido do conhecimento da comunidade
microbiana do solo e daguela associada ao tecido vegetal. E apesar de ainda serem pouco
conhecidos os fatores que determinam a composicdo e a estrutura destas comunidades, 0s
dados obtidos sugerem que elas sd0 o resultado da interagdo das caracteristicas intrinsecas a
planta com os fatores edafo-climéticos. Além disso, a estrutura da comunidade rizobacteriana
é dtamente dindmica e influenciada por vérios fatores, tais como a idade da planta, o uso de
fertilizantes e bio-inoculantes (ROESTI et a., 2005).

Ao contrario das bandas comuns, na Figura 3 podem ser observadas bandas, indicadas
por circulos, que s6 ocorrem em determinada cultivar ou em determinado estagio de seu
desenvolvimento. Alguns estudos mostram que diferentes cultivares da mesma planta
exsudam pelas raizes quantidades (KATO-NOGUCHI & INO, 2005) e tipos diferentes
(STEVENS et a., 2000; GRAYER et a., 2004; KERDCHOECHUEN, 2005) de
determinados compostos que podem estar relacionados as alteracbes observadas na
comunidade microbiana associada ao rizoplano destas plantas (GU & MAZZOLA, 2003).
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Figura 3: Géis de DGGE de comunidades bacterianas associadas ao rizoplano de diferentes

cultivares de batata. A) 12 coleta, B) 22 coleta, C) 32 coleta; 1- Achat, 2- Bintje, 3-
Agata, 4- Monalisa, 5- Asterix. Marcador (M): e - estirpe, el (BR 113); e2 (BR 112);
€3 (BR 3804); e4 (BR 11340) e €5 (BR 11001).

A identificacdo destes grupos especificos, que pode ser realizada a partir da clonagem
e sequenciamento de fragmentos de DNA retirados do gel, possbilitaria uma melhor
avaliacdo da especificidade destes grupos, assim como, a possivel identificacdo de grupos
bacterianos Uteis para serem usados como agentes de controle biolégico ou promotores de
crescimento vegetal.

3.3.2.2 Andlise por dendrogramas de similaridade do efeito das diferentes cultivares
sobre a comunidade bacteriana associada ao rizoplano

Preferencialmente, os estudos de ecologia microbiana baseados em marcadores
moleculares deveriam comparar amostras que foram submetidas a eletroforese em um mesmo
gel. Isto porque é dificil garantir uma padronizacéo da técnica que possibilite a comparacéo
direta de um gel com o outro. Porém, dado o nimero limitado de amostras que podem ser
carregadas em um unico gel, entre 15 a 25 amostras, ha maioria das vezes se faz necessario
gue as repeticbes ou até mesmo os tratamentos sgjam submetidos a eletroforese em géis
diferentes, o que exige uma metodologia ou ferramenta eficiente para a andlise dos diferentes
géis. Atuamente a andlise de géis de DGGE, costuma ser readlizada através de programas de
computador que fazem a busca das bandas, geram as matrizes de similaridade e fazem o
agrupamento dos tratamentos em dendrogramas, 0 que pelo menos em teoria, torna possivel a
juncdo, no mesmo dendrograma, de repeticdes provenientes de géis diferentes. Estes
programas padronizam os géis a partir de marcadores que devem estar presentes em todos os
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géis. O uso de marcadores nos géis de DGGE corrigem possiveis distorgdes que tenham
ocorrido durante a eletroforese ou mesmo durante a digitalizagdo do gel.

Uma caracteristica importante para um marcador de gel de DGGE é que €ele precisa
apresentar um elevado nimero de bandas, distribuidas ao longo de toda a extensdo do ge,
para que os processos de correcdo das distorges e juncdo de repetices diferentes sgam
realizados de forma eficiente. Caso o0 marcador néo apresente as caracteristicas necessarias, 0
agrupamento de um mesmo tratamento obtido de diferentes repeticbes pode gerar
dissimilaridades ndo inerentes ao tratamento ou a um possivel efeito da repeticdo, mas sim, a
uma limitagdo metodol égica resultante da falta de caracteristicas favoréveis no marcador.

Dadaa dificuldade de se obter um marcador com as caracteristicas desgjaveis e, que o
marcador apresentado na Figura 3 ndo corrigiu eficientemente as distor¢des apresentadas nos
géis de DGGE, uma dlternativa usada neste trabalho foi a geracdo de matrizes bin&rias,
obtidas pela presenca e auséncia de bandas conforme KOZDROJ & ELSAS (2001) de cada
repeticdo e, em seguida adicionar na base de dados cada matriz ao final da outra (ABOIM,
2004), obtendo-se uma Unica matriz, porém, com os dados de todas as repeticoes.

Desta forma, o dendrograma resultante, apesar de ndo conter a variabilidade dentro de
cada tratamento, pelo fato de ser formado a partir de um nimero muito maior de dados, tem
sido considerado adequado para mostrar os niveis de similaridade entre os tratamentos que
estdo sendo estudados. Além disso, deve-se levar em consideracdo que a comprovacdo do
comportamento geral de um dendrograma é funcéo da interpretacéo conjunta das relacdes que
estdo sendo apontadas mas, também, do que ja existe de conhecimento sobre o assunto, ou
sgja, estes dados corroboram resultados e interpretaces anteriores e, se hecessario mostram
novas hipoteses que, se possivel, deverdo ser testadas através de métodos mais robustos.
Sendo assim, 0 método citado € uma aternativa consistente para a falta de um marcador
adeguado ou, mesmo, de um programa de computador capaz de padronizar dados obtidos de
diferentes géis. Os resultados de estudos nos quais 0s agrupamentos das comunidades
microbianas foram realizados por este método tém possibilitado interpretagdes, tanto quanto
os trabalhos nos quais a andlise foi realizada a partir da padronizacdo dos dados por meio de
programas de computador especificos.

Na Figura 4 sdo mostrados os dendrogramas representativos da comunidade bacteriana
associada ao rizoplano das diferentes cultivares de batata, nas diferentes épocas de coleta. A
12 coleta foi realizada aos 15 DAE, época correspondente ao final da fase de germinagdo. A 22
coleta foi realizada aos 30 DAE, portanto, durante a fase de desenvolvimento vegetativo. E a
ultima coleta, realizada aos 60 dias, correspondeu a fase reprodutiva, onde apesar de ter sido
observada a tuberizacdo em todas as cultivares, elas apresentavam diferentes estagios de
desenvolvimento, sendo que as cultivares Asterix e Monalisa, apresentavam os tubércul os-
méae em avancgado estégio de decomposicdo em pelo menos 4 das 5 repeticoes.

Observou-se gque as cultivares Asterix e Monalisa aparecem fazendo parte do mesmo
grupo na 12 e 22 coletas, com indices de similaridade médio de aproximadamente 65%. Na
terceira coleta, entretanto, estas cultivares aparecem em grupos diferentes, com apenas 35%
de similaridade. As cultivares Asterix e Achat aparecem fazendo parte do mesmo grupo em
todas as coletas, sendo que a similaridade entre elas é de aproximadamente 53%, 65% e 40%
na 12 22 e 32 coletas, respectivamente. Pode-se observar, também, que a cultivar Bintje
aparece no mesmo grupo das cultivares Asterix e Achat nas 12 e 32 coletas. A cultivar Agata
apresenta 0 comportamento mais distinto quando comparada com as demais cultivares,
apresentando os menores indices de similaridade.
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Figura 4: Dendrogramas de similaridade representativos de comunidades bacterianas
associadas ao rizoplano de diferentes cultivares de batata, construidos a partir da
matriz de similaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard, utilizando-se 0 método de
UPGMA para agrupamento. Plantas coletadas aos 15 DAE — 12 coleta (A), 30 DAE —
28 coleta (B) e 60 DAE — 32 coleta (C).

Apesar da similaridade entre os grupos ter variado bastante entre as coletas, 48%, 60%
e 36% nas 18 22 e 3? coletas, respectivamente, parece haver em termos da composicéo da
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comunidade bacteriana, uma tendéncia da reducéo da similaridade & medida que as plantas se
desenvolviam, o que foi acompanhado inclusive, em alguns casos, da decomposi¢do do
tubérculo-mée.

Por outro lado, na 3? coleta, observa-se um estreitamento no nivel de similaridade
entre as diferentes cultivares. A maior similaridade foi de aproximadamente 43% entre
Asterix e Achat e a menor de 35% entre 0s 2 grupos maiores, 0 que corresponde a uma faixa
de variacéo de aproximadamente 7%.

Se um célculo semelhante for efetuado para a coleta redlizada aos 15 DAE, o vaor
obtido serd de aproximadamente 17%, indicando que as comunidades bacterianas nesta fase
conseguem distinguir melhor entre as cultivares. JA o dado obtido para a 32 coleta indica que
neste estagio ocorreu uma diversidade bacteriana menos especifica que dificultou o
agrupamento das cultivares, possivelmente em funcéo dos processos de decomposicéo do
tubérculo-mae e, também, pelas caracteristicas especificas do experimento, onde nesta fase se
observava uma ata compactacdo das raizes nos vasos, 0 que, também, pode ter contribuido
para 0 aumento das taxas de decomposi ¢éo.

O fato das cultivares Monalisa e Asterix apresentarem os tubérculos-mée em avancado
estagio de decomposicdo pode ter estimulado determinados grupos bacterianos saprofiticos
nestas cultivares em detrimentos das outras. Ja a variagéo observada na formagdo dos grupos
em cada coleta pode ser funcdo dos diferentes estégios de maturacdo caracteristico de cada
cultivar, o que pode estar influenciando os tipos e/ou quantidades de compostos organicos
exsudados pelas raizes. Segundo (ROESTI et a., 2005), a comunidade bacteriana associada
a0 rizoplano é bastante dindmica e pode ser atamente influenciada pelo estégio de
desenvolvimento da planta

De modo gera, nas duas primeiras coletas, Monalisa e Asterix foram os materiais
mais similares quando se analisa a composi¢cado da comunidade bacteriana, sugerindo uma
maior similaridade no metabolismo destas cultivares, quando em comparacdo com as outras
estudadas, na fase inicial do ciclo quando, normalmente, tem sido descrita a maior influéncia
da planta sobre as comunidades microbianas associadas (ENGLISH & MITCHELL, 1998;
GOMES et al., 2003; IBEKWE & GRIEVE, 2004). Portanto, 0 maior efeito da planta em
relacdo a selecdo da comunidade bacteriana provavelmente ocorreu na 22 coleta em funcéo de
gue na 12 coleta as plantas ainda retiravam grande parte dos nutrientes do tubérculo-mée e,
por isso, a interacdo com a comunidade bacteriana deveria ser, ainda, muito inespecifica.

O agrupamento realizado por dendrogramas de similaridade a partir das caracteristicas
morfo-fisiologicas apresetadas na Tabela 3 (Figura 5) mostra uma tendéncia de agrupamento
muito semelhante aquele observado no agrupamento por dados de presenca e auséncia de
bandas (Figura 4). Ou sga, a cultvar Monalisa agrupa com a cultivar Asterix nas duas
primeiras coletas (15 e 30 DAE) e com a cultivar Agata na Ultima coleta (60 DAE), mantendo
0 mesmo agrupamento observado para os dados de presenca e auséncia de bandas. Além
disso, observa-se na Figura 5 que, na 12 coleta, a cultivar Achat aparece no mesmo grupo que
Monalisa e Asterix e, na 32 coleta, as cultivares Bintje e Achat aparecem fazendo parte do
mesmo grupo, repetindo os agrupamentos resultantes dos dados de auséncia e presenca de
bandas.
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Figura 5: Dendrogramas de similaridade construidos a partir das caracteristicas morfo-
fisiologicas das diferentes cultivares de batata, gerados pelo coeficiente de Jaccard,
utilizando-se 0 método de UPGMA para agrupamento.
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3.3.2.3 Andlise por PCA do €feito das diferentes cultivares sobre a comunidade
bacteriana associada ao rizoplano

A Figura 6 mostra o agrupamento por PCA da comunidade bacteriana associada ao
rizoplano das diferentes cultivares de batata nas diferentes épocas de coleta. A soma dos dois
primeiros componentes principais explicam 70,5%, 58,2% e 60,6% da informag&o para as 12,
28 e 32 coletas, respectivamente, 0 que € considerado adequado para este tipo de andlise em
termos de explicar a variabilidade encontrada.

A andlise redizada por PCA, comparada com a andlise obtida por méodos de
agrupamento baseados em indices de similaridade, fornece maiores detalhes das interactes
existentes entre as variaveis estudadas uma vez que decompde a variagdo dos dados em varios
componentes e mostra a informagéo de forma multidimenciona. Desta forma, é possivel que
determinados agrupamentos observados em dendrogramas possam ser melhor visualizados em
PCA. Portanto, este tipo de andlise complementa as informacbes observadas nos
dendrogramas e gjuda a interpretar melhor estas informagdes. O eixo mais importante para a
interpretacdo dos resultados €, normalmente, o eixo X por explicar a maior parte da variagdo
dos dados. Neste caso, a diferenca entre os eixos X e Y nas 3 coletas foi de no maximo 10%,
indicando que ambos os eixos, nas 3 coletas, sdo praticamente semelhantes quando se
considera a interpretacéo dos resultados.
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Figura 6: Agrupamento por PCA das comunidades bacteriana associada ao rizoplano de
diferentes cultivares de batata. Plantas coletadas aos 15 DAE — 12 coleta (A), 30 DAE
— 22 coleta (B) e 60 DAE — 32 coleta (C). 12 coleta (CP1= 40,1%; CP2=30,4%), 22
coleta (CP1= 31,3%; CP2=26,9%) e 32 coleta (CP1= 33,8%; CP2= 26,8%)

Analisando o eixo X nas 3 coletas, observa-se que as cultivares Achat, Monalisa e
Asterix aparecem sempre juntas enquanto, a cultivar Agata se mantém sempre afastada de
todas as outras. A cultivar Bintje, por outro lado, apenas na 22 coleta, se separa das cultivares
Achat, Monalisa e Asterix. As cultivares Achat, Monalisa e Asterix apresentam a cor dos
brotos como uma caracteristica comum, além de apresentarem algum nivel de resisténcia a
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requeima e nimero de hastes semelhante. Estas caracteristicas morfo-fisiolégicas em comum
indicam uma certa semelhanca no nivel de metabolismo o que pode estar conferindo a estas
cultivares semelhancas fisiol 6gicas que resultam exsudatos radiculares mais similares entre si
0 que poderia estar atuando no processo seletivo da comunidade bacteriana, explicando assim
0 agrupamento observado em todas as coletas. Ja a cultivar Bintje, que se afasta deste grupo
na 22 coleta, € completamente diferente destas 3 cultivares em relagcdo a estas caracteristicas
morfo-fisiol6gicas, no entanto, apresenta outras caracteristicas morfo-fisiol égicas semel hantes
as da cultivar Achat (toleréncia ao enrolamento das folhas, cor das folhas, cor da pelicula do
tubérculo, profundidade dos olhos e cor da polpa), de Monalisa (floracéo, cor da flor, cor da
pelicula do tubércul o, textura da pelicula do tubérculo e profundidadee dos olhos) e de Asterix
(floragdo e forma do tubérculo) (Tabela 3), o que explicaria o fato desta cultivar aparecer no
mesmo grupo de Achat, Monalisa e Asterix em pelo menos 2 coletas. A cultivar Agata é a que
apresenta 0 maior numero de caracteristicas morfo-fisiologicas diferentes das demais
cultivares (cor do broto, nUmero de hastes, atura da planta, forma do tubérculo e cor da
peliculd), o que talvez explique o afastamento observado em todas as coletas. Observa-se,
também, que a cultivar Monalisa mostra um deslocamento ao longo do eixo X em direcéo a
cultivar Agata da 12 para a 3* coleta. Estas duas cultivares sfo de maturagdo precoce e,
provavelemente, esta caracteristica esteja exercendo alguma influéncia sobre a comunidade
bacteriana do solo ao final do ciclo e estgja colaborando para 0 agrupamento entre estas duas
cultivares,

No eixo Y (Figura 6) observa-se que a cultivar Achat, que agrupa junto com Monalisa
e Asterix pelo eixo X, tende a se afastar destas duas cultivares. Observa-se na Tabela 3 que,
para as caracteristicas morfo-fisiologicas com informagdes para todas as cultivares, de um
total de 17 caracteristicas, a cultivar Achat compartilha 3 caracteristicas com Monalisa e
Asterix enquanto que Monalisa e Asterix tém 7 caracteristicas em comum. Esse alto nimero
de caracteristicas comuns entre Monalisa e Asterix provavelmente ddo a estas duas cultivares
uma maior possibilidade de agrupamento em funcdo de serem fisiologicamente mais
semelhantes. A cultivar Achat apresenta como principais caracteristicas morfo-fisiolégicas,
que a diferencia de Monalisa e Asterix, a cor da folha, a altura da planta e o vigor. E possivel
gue estas diferencas tornam a cultivar Achat fisiologicamente diferente das outras (Monalisa e
Asterix), resultando em diferencas nos compostos exsudados pelas raizes e,
conseguentemente, na estrutura da comunidade bacteriana. O eixo Y, também mostra que a
precocidade em relacdo a maturagdo € um fator importante no agrupamento das cultivares
Monalisa e Agata Resultados semelhantes aos descritos foram apresentados para milho
(SILVA et al., 2003) e trigo (ROESTI et al., 2005).

De uma forma geral, o agrupamento das comunidades bacterianas associadas as
cultivares de batata parece estar relacionado a alguma caracteristica morfo-fisiologica. Os
resultados apresentados corroboram a hipétese de que a composi¢do quimica dos exsudatos
radiculares decorrente da espécie de planta, cultivar, estado nutricional, idade, estresse bidtico
ou abidtico e outros fatores ambientais séo capazes de afetar diretamente a comunidade
microbiana presente na rizosfera (MAHAFFEE & KLOEPPER, 1997; GRIFFITHS et 4d.,
1999).



3.4 CONCLUSOES

Apesar de ter ocorrido variagdo na similaridade entre as cultivares de uma coleta para
outra, a discriminacéo entre as cultivares diminuiu gradativamente indicando que, a medida
gue as plantas vao atingindo seu desenvolvimento final, a comunidade bacteriana associada ao
rizoplano das diferentes cultivares € menos discriminante do que no estdgio inicial de
desenvolvimento.

Agata foi a cultivar que mais se diferenciou das demais, provavelmente em funcéio do
grande nimero de caracteristicas morfo-fisiol6gicas que a distingue das demais cultivares.

Adterix, Monalisa e Achat foram bastante similares nas duas primeiras coletas,
provavelmente por serem fisiologicamente mais semelhantes em funcdo de suas
caracteristicas morfo-fisiol6gicas.

A diferenciacdo da cultivar Monalisa na 32 coleta, que se deslocou em direcdo a
cultivar Agata, pode ter sido influenciada pela maturacdo, ja que ambas sdo de maturacio
precoce.

A técnica de PCR-DGGE se mostrou bastante eficiente na determinagdo dos efeitos
das cultivares sobre a comunidade bacteriana associada ao rizoplano.



CAPITULO II

ALTERACOESNA COMUNIDADE BACTERIANA DO SOLO CULTIVADO COM
BATATA (Solanum tuberosum L.) EM RESPOSTA A APLICACAO DE
AGROTOXICOS



RESUMO

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Alteracbes na comunidade bacteriana do solo
cultivado com batata (Solanum tuberosum L.) em resposta a aplicacdo de agr otoxicos

O modelo de producéo agricola conhecido como “agricultura convencional” preconiza 0 uso
de agrotdxicos como uma forma de garantir a produtividade das culturas frente ao ataque de
pragas e doencas sofrido pelas plantas. No entanto, estes agrotdxicos sdo notadamente
conhecidos como agentes de poluicdo, podendo ser acumulados em véarios niveis da cadeia
tréfica e no meio ambiente. Além disso, os efeitos de sua aplicacdo sobre a microbiota do solo
nd sdo conhecidos. Foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacdo onde foram
aplicados os inseticidas Aldicarb, Clorpirifés e Deltametrina e os fungicidas Tebuconazole e
Metalaxil+Mancozeb em batata cultivada em solos do Sistema Integrado de Producéo
Agroecoldgica (SIPA), de Area de Produgdo Convenciona (APC) e de érea de Floresta
Secundéria (AFS). A aplicacdo dos inseticidas e fungicidas resultou em uma sucessao
bacteriana pela qual as populacdes bacterianas foram mais homogéneas nas terceira quarta
coletas, em comparagdo com as 2 primeiras coletas, ndo tendo sido observados efeitos
significativos para a aplicacdo dos agrotoxicos. Por causa disto, foi observada mudancas
significativa na comunidade bacteriana apenas nas 2 primeiras coletas. O efeito dos
inseticidas e fungicidas dentro de cada solo foi muito especifico, variando nas primeira e
segunda coletas. Entretanto, a comunidade bacteriana do solo de APC mostrou a maior
diferenca para a comunidade bacteriana do controle. O efeito da aplicacdo dos inseticidas na
comunidade bacteriana dos diferentes solos foi muito similar, enquanto que o efeito dos
fungicidas foi caracteristico para cada um, provavelmente em funcdo de seus efeitos diretos
sobre o grupo dos fungos que apresentam uma relacéo estreita com a comunidade bacteriana
do solo. As comunidades bacterianas dos solos do SIPA e de AFS mostraram as menores
variagOes em relacdo a comunidade bacteriana do controle, indicando uma maior resisténcia a
aplicacdo dos agrotdxicos associada a estes solos. Contudo, a comunidade bacteriana do solo
de AFS mostrou maior resisténcia a aplicacdo dos agrotoxicos do que a comunidade
bacteriana do solo do SIPA.

Palavras-chave: DGGE, comunidade bacteriana, batata, agrotoxico.



ABSTRACT

FERREIRA, Enderson Petronio de Brito. Bacterial community changes in soil cultivated
with potato (Solanum tuberosum L) treated with insecticides and fungicides

The agricultural production model known as "conventional agriculture” praises the use of
pesticides as the only way to guarantee satisfactory crop yield in face of the high incidence of
pests and diseases which is common on production fields. However, agrochemicals are
remarkably known as pollutant agents, and they can accumulate at some level on the trophic
chain and in the environment. Moreover, its effects on the soil microorganisms, a vita
component of soil quality, are still not well known. An experiment under greenhouse
conditions was carried out to evaluate the effects of insecticides (Aldicarb, Chlorpyrifos and
Deltamethrin) and fungicides (Tebuconazole and Metalaxyl+Mancozeb) on soil microbial
community after the application of these pesticides in potato cultivated in soil from an
Agroecologial Integrated Production System (AIPS), a Conventional Potato Production Area
(CPPA) and a Secondary Forest Area (SFA) nearby to the production area. The application of
the insecticides and fungicides resulted in a bacteria succession in which the bacterial
populations were more homogeneous in both third and fourth harvests, compared to the first
and second ones, without significant effects to the pesticides application. Because of that, it
was observed significant shifts on bacterial community only in the first and second harvests
and they were far from the third and fourth harvests. The effects of insecticides and fungicides
within each soil were very specific with effects varying in the both first and second harvests.
However, the soil bacterial community of the CPPA showed the greatest difference to the
control. The effect of insecticide application on the soil bacterial community of the different
soils was very similar, while the effects of fungicides were characteristic for each one,
probably by their effects on fungi groups closely related to the bacterial communities.
Bacterial communities from both AIPS and SFA soils showed the lowest shifts in relation to
the control, indicating greater resistance in these soils. However, the soil bacterial community
from SFA showed greater resistance to the pesticides application than the soil bacterial
community from AIPS.

Key-words. DGGE, bacterial community, potato, pesticide.
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4.1 INTRODUCAO

A bataticultura € uma das mais importantes atividades olericolas praticadas no Brasil,
tanto em area plantada, como em preferéncia aimentar. Além disso, a batata destaca-se
também pelas grandes quantidades de agrotoxicos utilizados, em fungdo do grande nimero de
pragas que atacam esta cultura (AVILA et a., 1999). Sob as condicdes brasileiras de cultivo,
a cultura da batata € atacada por 26 espécies de insetos e 16 doengas, causadas por diferentes
espécies de fungos, bactérias, virus, nematdides, entre outros. O nimero de ingredientes
ativos registrados no Ministério da Agricultura € de: 41 ingredientes ativos registrados para o
controle de artrGpodes e 58 ingredientes ativos registrados para o controle de outros agentes
causais. Considerando que no cultivo convenciona o controle das ervas daninhas € realizado
pela aplicacdo de herbicidas, podem ser adicionados a lista mais 14 ingredientes ativos
registrados para o controle das plantas invasoras (AGROFIT, 2005).

Apesar da aplicagdo de agrotoxicos ainda ser uma das principais estratégias utilizadas
para assegurar altas produtividades das culturas, esses agrotdxicos sao toxicos ao homem,
podendo causar efeitos adversos a0 sistema nervoso centra e periférico, ter agdo
imunodepressora ou serem carcinogénicos (ECOBICHON, 1993 apud CALDAS & SOUZA,
2000). Em um estudo com 320 compostos registrados para uso agricola no Brasil, com base
no caculo da ingestdo diaria maxima tedrica para cada composto utilizando-se os limites
maximos de residuos estabelecidos pela legislacdo brasileira e os dados de consumo
alimentar, foram identificados 23 compostos apresentando potencial risco a salde do
consumidor, dos quais 18 sdo inseticidas, tendo sido encontrados 16 inseticidas
organofosforados e 5 fungicidas (CALDAS & SOUZA, 2000).

Além do risco a salde humana, os agrotoxicos sdo notadamente conhecidos como
agentes de poluicdo, podendo ser acumulados em varios niveis da cadeia tréfica e no meio
ambiente. Os impactos dos poluentes no ecossistema é um assunto urgente pelo fato de existir
um numero cada vez maior de exemplos de distirbios ambientais decorrentes do uso de
produtos quimicos. Fatores estressantes de importéncia para as culturas incluem
contaminantes quimicos toxicos, aumento de luz UV-B, hipoxia devido a eutrofizacdo e
doencas induzidas por patdgenos. Na verdade, os distirbios ambientais sdo freqlientemente
causados pela associacdo de vérios fatores. Portanto, é sabido que para se conhecer os efeitos
dos impactos dos distlrbios ambientais nos organismos é necessario o entendimento dos
efeitos dos estresses através de toda a organizagdo bioldgica hierarquica, ou sgja, no nivel
molecular, no celular, no organismo, na populacdo, na comunidade e ecossistema (MOORE,
2001).

Uma das maneiras de se avaiar 0 impacto ambiental é através do estudo das
populagdes ndo alvo. No caso do uso de agrotdxicos, o impacto especialmente sobre os
microrganismos do solo € de suma importancia, uma vez gue 0S microrganismos
desempenham papel preponderante na ciclagem de nutrientes e estabilizacdo da matéria
organica do solo (FEIGL et a., 1998). Além disso, atuam nos processos de sucessao
ecolOgica, através de relagbes de antagonismo e€/ou sinergismo que resulta no equilibrio
dindmico da populagdo microbiana (KENNEDY, 1999). Os impactos que interferem no
desenvolvimento e atividade microbiana tendem a levar o solo a um estado de desequilibrio
microbiologico por alterar a estrutura da comunidade microbiana, podendo favorecer a
prevaléncia ou 0 estabelecimento de microrganismos patogénicos ou restringir o
desenvolvimento de microrganismos importantes ecologicamente (KENT & TRIPLETT,
2002; GARBEVA et a., 2004). Neste sentido, a avaliagdo do impacto do uso de agrotoxicos
para controle de doencas, plantas invasoras e pragas sobre os microrganismos do solo

40



representa uma linha de pesgquisa que ndo deve ser negligenciada (KENT & TRIPLETT,
2002).

A diversidade microbiana estrutural tem sido estudada recentemente através de
métodos que se baseiam na investigacéo de parte da seqiiéncia do DNA, notadamente o gene
16S rRNA em bactérias e 18S rRNA para fungos, que sdo amplificados pela Reagdo em
Cadeia da Polimerasee (PCR — Polymerase Chain Reaction) e, posteriormente, caracterizados
através da clonagem e seqlenciamento ou, entdo, analisado por eletroforese através das
técnicas da Andlise de Restricdo de DNA Ribossoma Amplificado (ARDRA — Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis), Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricgo Terminal (T-RFLP - Terminal-Restriction Fragment Length Polymorphism),
Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso (RAPD — Random Amplified Polymorphic
DNA), Andlise do Espagador Intergénico Robossomal (RISA — Ribosomal Intergenic Spacer
Analysis), Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturantes (DGGE — Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis), Eletroforese em Gel com Gradiente de Temperatura (TGGE —
Temperature Gradient Gel Elctrophoresis) e Polimosfismo Conformagional da Fita Simples
(SSCP — Sngle Srand Conformational Polymorphism) onde um perfil da comunidade
microbiana é obtido (RANJARD et al., 2000; KOZDROJ & ELSAS, 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, através da técnica de DGGE, o impacto do uso de
diferentes agrotoxicos na estrutura da comunidade bacteriana do solo de um sistema de
intergrado de producdo agroecoldgica, de area de producdo convencional e de uma mata
secundéria proxima a area de producéo cultivados com batata.

41



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta do Solo e I nstalagdo dos Experimentos

Amostras de solo foram coletadas no Sistema Integrado de Producdo Agroecoldgica
(SIPA), localizado no municipio de Seropédica (RJ) e em Area de Producdo Convencional
(APC) de batata e Area de Floresta Secundéria (AFS) em junho de 2003 na Embrapa
Hortalicas, Brasilia- DF.

Foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacdo, a qual apresenta uma condicdo
de temperatura heterogénea ja conhecida. Por esta raz&o, o experimento foi montado usando o
delineamento experimental de blocos ao acaso com 3 repeticdes, com parcela sub-dividida no
tempo e fatoria (5X3) na parcela. O fatoriad foi composto pelos 3 tipos de solo e 5
agrotoxicos (Tabela 4), sendo 3 inseticidas e 2 fungicidas e 1 tratamento controle. O efeito das
4 coletas, redizadas aos 32, 47, 62 e 77 Dias Ap6s o Plantio (DAP), foi avdiado na sub-
parcela.

Os solos foram peneirados e o preparo dos vasos foi realizado misturando-se
vermiculita ao solo na proporgéo 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 adicdo de 30 mL de
Cloroférmio (CHsCl) e incubada durante 1 noite com a abertura lacrada, com o objetivo de
evitar a contaminacdo do solo subsequente. O plantio das plantas de batata cv. Achat foi
realizado em meados de julho de 2003 e foram feitas duas pulverizagdes aos 30 e 45 DAP
com os inseticidas e fungicidas listados na Tabela 4, com excecdo do Aldicarb, que foi
incorporado ao solo no momento do preparo dos vasos. As coletas foram realizadas aos 32,
47,62 e 77 DAP.

4.2.2 Desenvolvimento de Meio de Cultivo Para Microrganismos do Solo

Com o objetivo de avadiar a diversidade bacteriana a partir do cultivo para
enriquecimento da comunidade microbiana, foi utilizado um meio de cultivo contendo agar e
solo como fonte de nutrientes (ZILLI et al., 2003). Foram testadas quantidades diferentes de
solo e agar, a fim de se obter condi¢des 6timas para a solidificagdo do meio de cultivo. Os
solos foram peneirados em peneira de malha (2 mm) e secos em estufas (65 °C), em seguida
separou-se uma fracdo do solo que foi pulverizada em moinho de rolagem (SMITH &
MY UNG, 1990). Posteriormente foram testadas todas as possiveis combinagdes entre 1,5; 2 e
4 g de &gar e 10, 20, 40 e 80 g de solo moido em 100 mL de agua para a confeccéo do meio
solo.
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Tabela 4: Grupo quimico, dose do ingrediente ativo.ha™®, modo de aplicacio e periodo de
aplicag8o dos agrotoxicos usados no experimento com batata cv. Achat.

Dose doingrediente Modo de Periodo de

Ingrediente ativo Grupo Quimico ativo (kg.ha?) aplicacio aplicacdo
INSETICIDAS

i Incorporagdo .
Aldicarb Carbamato 1,95 20 0l0 No plantio
Clorpirifés Organofosforado 0,72 Pulverizagdo 30 e45 DAP
Deltametrina Piretride 0,008 Pulverizagdo 30 e45 DAP
FUNGICIDAS
Metalax!|+ Fenilamida + 0,2 N
Mancozeb Etilenobisditiocarbamato 1,6 Pulverizagio 30 e 45 DAP
Tebuconazole Triazol 0,2 Pulverizacdo 30 e 45 DAP

DAP=Dias Apos Plantio

4.2.3 Enriguecimento da Comunidade Microbiana em Meio Solo

Apés retirar cada planta do vaso, pesou-se 10 gramas de solo em erlenmeyer.
Adicionou-se 90 mL de &gua destilada autoclavada e colocou-se para agitar (200 RPM; 30
min). De cada amostra, foi retirada uma aliquota de 100 L que foi inoculada em placas de
Petri contendo 0 meio solo correspondente. As amostras foram incubadas a 25 °C durante 5
dias para o crescimento microbiano. Apos este periodo, foram adicionados 2 mL de &gua
destilada autoclavada e as placas foram limpas com o auxilio de uma al¢a de Drigalski para a
coleta do material crescido. Este materia foi transferido para microtubos e centrifugado
(10.000 RPM; 15 min). Descartou-se 0 sobrenadante e o precipitado foi armazenado a—20 °C.

4.2.4 Extracéo de DNA

Seguiu-se 0 protocolo descrito por SCHWIEGER & TEBBE (1998) e modificado por
XAVIER et al. (2004). O precipitado microbiano estocado (—20 °C) foi ressuspenso em
0,6mL de tampéo de lise TES (0,05M NaCl; 0,01M EDTA; 0,05M Tris HCI pH 8,0; 1% SDS)
e agitado em voértex. Em seguida, as amostras foram submetidas a cinco etapas de
congelamento/descongelamento: imersdo em nitrogénio liquido (5min), agquecimento (65 °C;
180 RPM; 5 min) e agitacdo (180 RPM; 10 s). Aplicou-se, entdo, 8,4 nL de proteinase K (20
mg.mL™) nas amostras que foram incubadas sob agitacdo (180 RPM; 65 °C; 1 hora). Em
seguida, adicionou-se, 0,6 mL (1 volume) de fenol-clorofrmio-acool isoamilico (25:24:1) e
centrifugou-se as amostras (9.000 RPM; 6 min). O sobrenadante foi transferido
cuidadosamente para novos tubos, onde foram adicionados 0,6 mL (1 volume) de
cloroformio-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, ent&o, 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 i de tampdo TE (10mM Tris;
1mM NaEDTA; pH 8,0).

4.2.5 Condigbesda PCR e DGGE

As reagOes de amplificagdo foram realizadas em triplicata, nas diluigbes 1:20, 1:40 e
1:80. As reacdes foram feitas em um volume final de 35 L e consistiram de 1 m_ da diluicdo
do DNA, tampao (10 mM), MgCh (3,5 mM), dNTP (0,2 mM cada), BSA (0,17 ng.nL ™), Taq
DNA polimerase (Invitrogen) (0,7 U) e os iniciadores 1401-R e 968CG-F (0,2 nM cada).
Estes iniciadores e as condi¢cdes da reacdo de PCR: aquecimento inicia (95 °C; 3 min), 40
ciclos compostos de desnaturacdo (94 °C; 30 s), anelamento (55 °C; 30 s) e extensdo (72 °C;
30 s) e uma etapa final de extensdo (72 °C; 5 min) estdo descritas em GELSOMINO et al.
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(1999). Apbs a amplificagdo, os produtos das trés reacfes de PCR, provenientes das dilui¢oes,
foram combinados em um Unico microtubo.

Um volume de 12 a 20 mi_ de cada amostra de DNA amplificado foi aplicado em gel
desnaturante de poli-acrilamida 6 % (N-acrilamida, N -metilbisacrilamida, 37:1) dissolvida
em tampdo TAE 0,5X (Tris-base, 20 mM pH 7,8; acetato de sddio 10 mM e NaEDTA, 0,5
mM). O gradiente de desnaturante utilizado foi de 50 a 65%, obtido usando-se duas solucoes,
uma contendo apenas solucdo de poliacrilamida e a outra uréia (7M), formamida (40% v/v) e
poliacrilamida. A eetroforese foi realizada no sistema Dcode™ (Bio-Rad) sob voltagem
constante (120 V; 60 °C; 16 horas) e, ao final, o gel foi corado com uma solucdo de Syber
Gold (Molecular Probe) (20X) e visualizado sob luz ultravioleta no sistema de foto-
documentacdo IMAGO (B&L). Devido a limitagdo do nimero de amostras que podem ser
aplicadas em um gel ser no maximo 16, optou-se por se colocar no mesmo gel todos os
tratamentos referentes de uma mesma repeticéo.

4.2.6 Andlise Egtatistica

A partir dos perfis de bandas dos géis de DGGE, foram elaboradas matrizes binarias
de presenca e auséncia de bandas para cada uma das repeticfes, em cada coleta, em funcdo da
posicdo gue as bandas ocupavam no gel. Para bandas presentes em determinado tratamento
era anotado o valor numérico “1”, se ausente, era anotado o valor numérico “0” (KOZDROJ
& ELSAS, 2001). Como o estudo foi composto de 3 repeticdes, foi construida uma Unica
matriz, a partir das 3 repeticdes, em que cada repeticédo foi adicionada na planilha ao final da
anterior (ABOIM, 2004). A partir desta matriz binaria foi feita a andlise de agrupamento por
dendrograma para a qual foi utilizado, para o cdlculo da similaridade, o coeficiente de Jaccard
e 0 méodo UPGMA para agrupamento, atraveés do programa NTSYS-PC v. 2.10 (Applied
Biostatistics). As matrizes bindrias também foram usadas para a Andise de Componentes
Principais (PCA) usando o programa CANOCO v. 4.5. Apos a construcéo dos dendrogramas
de cada area, foram determinadas, para cada repeticéo, os valores de similaridade de cada
tratamento em relagdo ao controle. Como o controle foi utilizado como referéncia para a
medida de similaridade, ele passou a ndo fazer parte da andlise de variancia, permanecendo
apenas 5 tratamentos, sendo 3 inseticidas e 2 fungicidas. As médias foram testadas a 5% de
significancia pelo teste de Scott-Knott. As médias também foram submetidas a uma andlise de
regressao para a determinacdo dos coeficientes de melhor gjuste ao modelo e das diferencas
entre as col etas.



4.3 RESULTADOSE DISCUSSAO

A edstratégia utilizada neste trabalho consistiu do enriquecimento da comunidade
microbiana do solo em meio de cultura contendo apenas o solo usado para o cultivo da planta
como fonte de carbono e nutrientes, visando aumentar o numero de células de
microrganismos presentes na amostra do solo, cultivéveis no referido meio. Esta estratégia é
importante porque pode fornecer nutrientes e outros compostos limitantes e necessarios,
dificeis de serem suplementados nos meios de cultura puramente sintéticos, os quais
apresentam uma série de limitagfes para estudo da diversidade microbiana (COWAN, 2000;
RANJARD et a., 2000). Apresenta também a vantagem de ser de baixo custo e de nédo
necessitar de equipamentos sofisticados, comparadas a kits e protocolos de extracdo de DNA
de solo, além de permitir uma avaliagdo da fracdo viva e ativa dos microrganismos do solo.

ZILLI (2004), avaliando os impactos de herbicidas sobre a comunidade bacteriana do
solo, obteve trés seqiiéncias de bactérias com alta homologia que haviam anteriormente sido
citadas como ndo cultivadas, o que sugeriu que o meio solo pode auxiliar na obtencéo de
novas bactérias ainda ndo cultivadas.

Diversos autores tém utilizado a técnica de DGGE como uma ferramenta para
avaliacdo de diferentes amostras ambientais tais como: efeito de residuos de petroleo
(DUARTE et a., 2001), efeito de contaminagiio com gasolina (ARAUJO et a., 2004),
variagdo da populagdo microbiana em diferentes cultivos (GOMES et a., 2001) e de
alteractes em diferentes cultivos de plantas geneticamente modificadas (HEUER et al., 2002).

4.3.1 Preparo do Meio Solo e Enriquecimento Microbiano

Das 12 possiveis combinacdes de quantidades de &gar e solo em 100 mL de &gua para
a confecgao do meio solo, os melhores resultados foram obtidos utilizando-se 40g de solo, 2 g
de 4gar em 100 mL de &gua, onde o meio solo apresentou solidificagdo e consisténcia
semelhantes aquelas usadas na confeccdo dos meios de cultura convencionais, quando
normalmente sdo utilizados 1,5 g de &gar para cada 100 mL de agua. Nas condi¢des descritas
acima e ap0s o periodo de incubagdo de 5 dias, foi observado um crescimento microbiano
abundante, mostrando a eficiéncia do meio de cultura em promover 0 enriquecimento da
populacdo microbiana.

4.3.2 Efeito dos Agrotoxicos na Comunidade Bacteriana do Solo
4.3.2.1 Perfisda comunidade bacteriana do solo visualizados em gel de DGGE

As Figuras 7, 8 e 9 mostram fotos de géis de DGGE de amostras de comunidade
bacteriana provenientes da érea do SIPA, da APC e de AFS proxima a érea de producéo. E
possivel observar que algumas bandas (quadrado) estdo presentes em todos os tratamentos e
em todas as coletas, indicando a presenca de grupos de bactérias que, independentemente do
tratamento aplicado ou da época de coleta, encontra-se estabelecido naquele ambiente. Além
disso, podemos observar uma discriminacdo de determinados grupos bacterianos, sgja em
funcéo do tratamento aplicado (setas) ou em funcéo da variacéo ao longo do periodo de coleta
(circulo), o que pode ser observado nas amostras provenientes do controle (Figura 7, linhas 13
a 16). Este mesmo tipo de tendéncia também pode ser observada para as areas de producdo
convencional e de mata secundaria de Brasilia (Figuras 8 € 9).

Agrotoxicos sdo produtos que foram desenvolvidos para atuar sobre organismos alvos.
Porém, podem apresentar efeito residual sobre outros organismos, tais como, insetos e
microrganismos, desta forma promovendo alteracbes na estrutura da comunidade
(SPADOTTO, 2002). Séo, também, reconhecidos como capazes de induzir efeitos variaveis
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na biomassa e atividade microbiana do solo. Os resultados disponiveis na literatura indicam
gue, em geral, os efeitos dos herbicidas na biomassa microbiana so de menor importéncia e
intensidade que os dos fungicidas, quando se considera efeitos a longo prazo (WARDLE &
HUNGRIA, 1994; TOPP et d., 1997). Via de regra, a toxicidade causada pela aplicacéo de
produtos quimicos sobre os microrganismos € atenuada quando ocorre a degradacdo do
produto, o que tem sido sugerido como estando associado a recuperacdo da populacdo
microbiana (TOPP et a., 1997). No entanto, dados relativos a dinamica associada a aplicacdo
de agrotdxicos em areas tropicais sdo bastante limitados.
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Figura 7: Gel de DGGE de comunidades bacterianas do solo da érea do SIPA crescidas em
meio solo, submetida ao tratamento com inseticidas e fungicidas. A) Inseticidas:
Linhas 1 a4- Aldicarb, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8- Clorpirifés, coletas 1, 2, 3 e 4;
Linhas 9 a 12- Deltametrina, coletas 1, 2, 3 e 4 e linhas 13 a 16- Controle, coletas 1, 2,
3 e 4. B) Fungicidas: Linhas 1 a 4- Tebuconazole, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8-
Metalaxil+Mancozeb, coletas 1, 2, 3e 4 eLinhas9 a 12- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 8. Gel de DGGE de comunidades bacterianas da area de APC crescida em meio solo,
submetida ao tratamento com inseticidas e fungicidas. A) Inseticidas: Linhas 1 a 4-
Aldicarb, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8- Clorpirifds, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 9 a
12- Deltametrina, coletas 1, 2, 3 e 4 e linhas 13 a 16- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4. B)
Fungicidas: Linhas 1 a 4- Tebuconazole, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8-
Metalaxil+Mancozeb, coletas 1, 2, 3e 4 e Linhas9 a12- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 9: Gel de DGGE de comunidades bacterianas de AFS crescidas em meio solo,
submetida ao tratamento com inseticidas e fungicidas. A) Inseticidas: Linhas 1 a 4-
Aldicarb, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8- Clorpirifds, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 9 a
12- Deltametrina, coletas 1, 2, 3 e 4 e linhas 13 a 16- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4. B)
Fungicidas: Linhas 1 a 4- Tebuconazole, coletas 1, 2, 3 e 4; Linhas 5 a 8-
Metalaxil+Mancozeb, coletas 1, 2, 3e 4 eLinhas9 a 12- Controle, coletas 1, 2, 3 e 4.




4.3.2.2 Andlise por dendrogramas de similaridade do efeito da aplicacdo de inseticidas e
fungicidas sobre a comunidade bacteriana do solo

Nas Figuras 10, 11 e 12 sdo mostrados os dendrogramas representativos da
comunidade bacteriana do solo do SIPA, APC e de AFS, respectivamente, cultivado com
batata, submetido a aplicacéo de inseticidas.

A aplicacdo do inseticida Aldicarb resultou em um afastamento da comunidade
bacteriana da area do SIPA em relacéo ao controle aos 30 dias apos a aplicacdo, mantendo-se
essa tendéncia ao longo do periodo (Figura 10). No solo da APC convencional a aplicacéo do
inseticida Aldicarb, também, resultou em um afastamento em relacdo a comunidade
bacteriana do controle, sendo que, aos 32 dias apos a aplicacdo (12 coleta), a similaridade
entre o controle e o tratamento com Aldicarb foi de apenas 7% (Figura 11). Porém, ao longo
do periodo de estudo, houve uma tendéncia de recuperacéo dessa comunidade no sentido de
se tornar mais semelhante ao controle. Em relacdo ao efeito do Aldicarb sobre a comunidade
bacteriana do solo da AFS, houve também um afastamento em relacéo ao controle que, se por
um lado ndo foi tdo acentuado no inicio do experimento, foi persistente ao longo de todas as
coletas realizadas (Figura 12).

O Aldicarb é capaz de inibir de forma competitiva a acetil-colinesterase nas sinapses
(WRIGHT, 1981 apud SIKORA & HARTWIG, 1991) o que deve promover um efeito
predominante sobre os invertebrados do solo. Neste experimento, o processamento do solo
parece ter eliminado a macro e mesofauna. No entanto, a microfauna presente nas amostras de
solo, se afetada, também pode disponibilizar nutrientes para o desenvolvimento de
determinados grupos bacterianos, 0 que justificaria 0 aparecimento e desaparecimento de
bandas ao longo do periodo de coleta (Figuras 7, 8 e 9). Esta possibilidade estaria de acordo
com os estudos de HART & BROOKES (1996) que observaram um aumento significativo de
até 17% no C da biomassa microbiana do solo, que pode ser decorrente da disponibilizagdo de
nutrientes resultante da aplicacdo de adicard no solo, o que pode ter efeito direto sobre a
comunidade microbiana do solo.

O efeito do inseticida Clorpirifos sobre a comunidade bacteriana do solo do SIPA foi
semelhante ao Aldicarb, ou sgja, a medida que foram feitas as aplicacfes, foi observado um
maior afastamento desta comunidade em relacdo ao controle, refletindo na reducdo da
similaridade de cerca de 58% aos 30 dias apOs o0 plantio para cerca de 46% aos 75 dias
(Figura 10). JA em solo da APC foi observado um impacto inicial muito forte da aplicagdo dos
inseticidas sobre a comunidade bacteriana do solo, reduzindo a similaridade dessa
comunidade a apenas 7%. Possivelmente os efeitos dos inseticidas sobre os microartropodos
do solo pode ter disponibilizado nutrientes, possibilitando o rdpido desenvolvimento de
grupos bacterianos oportunistas ocorrendo, assm, a reducdo de similaridade entre as
comunidades microbianas. No entanto, a comunidade bacteriana mostrou uma ligeira
recuperacéo em relacdo ao impacto inicia, permanecendo com indices de similaridade em
torno de 25% (Figura 11). Nas amostras de solo de AFS essa recuperacdo inicial mostrou-se
bastante elevada, mas na 32 coleta observa-se novamente uma reducdo na similaridade em
relacdo ao tratamento controle, que se mantém na 42 coleta (Figura 12).

O Clorpirifés € um organofosforado com modo de agdo semelhante ao adicarb,
competindo também com a acetil-colinesterase (WARE & WHITACRE, 2004). Em um
estudo conduzido por trés anos consecutivos PANDEY & SINGH (2004), observaram que
apos o tratamento do solo com Clorpirifés, houve uma reducdo gradativa da populacdo
bacteriana de até 70% observada apds 30 dias da aplicacdo. Apos esse periodo, os autores
observaram uma recuperacéo da populacdo bacteriana que alcangou um nimero de células
similar a0 controle somente apds 120 dias do tratamento do solo. Apesar do clorpirifos
apresentar uma meia vida no solo relativamente baixa, em torno de 8 dias, seus residuos so
desaparecem completamente apos 120 dias do tratamento do solo (PANDEY & SINGH,
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2004). Esse efeito pode ser intensificado em fungdo da dose aplicada ou do nimero de
repeticoes da aplicagdo, 0 que aumenta a concentracéo do produto. Segundo MOHAN et al.
(2004), quanto maior a quantidade aplicada do produto, menor sera a percentagem do mesmo
a ser degradada.

Além disso, no trabaho j& citado, a aplicagdo de clorpirifés foi capaz de estimular a
populacdo fungica em até 120% apos 60 dias do tratamento do solo (PANDEY & SINGH,
2004). A partir desses resultados, € possivel que no presente trabalho a reducdo na
similaridade da comunidade bacteriana do tratamento com Clorpirifés em relacdo a do
controle em todos os 3 solos (Figura 10, 11 e 12), esteja associada a um possivel estimulo da
populacdo de fungos que passaria a competir por nutrientes com a populagéo bacteriana. Por
outro lado, no solo de APC, onde foi observada uma pequena recuperacéo, pode ter sido
selecionada uma comunidade bacteriana mais resistente ao ingrediente ativo e que, por iSso,
consegue mostrar uma recuperacao nas 32 e 42 col etas.

Dos trés inseticidas testados, a Deltametrina, que apresent a classe toxicoldgica mais
baixa, foi 0 que promoveu o menor efeito sobre a populagcdo bacteriana em todos os solos
(Figuras 10, 11 e 12). A Deltametrina pertence ao grupo dos piretréides e apresenta duas fases
de degradacdo no solo: inicialmente ocorre uma rpida dissipacdo na superficie do solo,
devido a fotdlise, volatilizagdo e perdas fisicas seguido de uma degradacdo quimica e
microbiana mais lenta (HILL & SCHAALUJE, 1985 apud LAABS et al., 2000). Na literatura,
o efeito da deltametrina sobre fungos quer sgja sobre a germinacdo dos esporos ou sobre as
hifas tem sido relatado como n&o significativo (SHARMA et al., 2004; ER & GOKCE, 2004)
enquanto, sobre a comunidade bacteriana ndo sdo encontradas informages a respeito. Por
outro lado, foi observado efeito sobre a populagdo de artrépodos do solo sob cultivo
convencional e plantio direto, tanto em relacdo a abundancia, quanto em relacdo a composi ¢céo
das espécies (BADJl et al., 2004). Os piretroides atuam principalmente nos canais de sddio
das células nervosas do sistema nervoso centra e periférico dos insetos (BLOOMQUIST,
1998). Os canais de sodio sdo abertos no momento de transmissdo de um impulso nervoso e
devem se fechar imediatamente apds a despolarizacdo da célula nervosa. Esses inseticidas se
posicionam em algumas unidades dos sitios de ligacdo dos canais de sodio, de tal modo, que
eles permanecem abertos por um tempo maior, prolongando assim o periodo de influxo de
sodio apos um potencia de agdo (OMOTO, 2000).
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Figura 10: Dendrogramas de similaridade representativos das comunidades bacterianas do

solo do SIPA cultivado com batata submetida a aplicacdo de inseticidas. Cada

dendrograma representa uma coleta, realizadas aos 32, 47, 62 e 77 dias apls
emergéncia (DAP).
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Figura 11: Dendrogramas de similaridade representativos das comunidades bacterianas do
solo de APC cultivado com batata submetida a aplicacdo de inseticidas. Cada

dendrograma representa uma coleta, realizadas aos 32, 47, 62 e 77 dias apos
emergéncia. (DAP).
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Figura 12: Dendrogramas de similaridade representativos das comunidades bacterianas do
solo de AFS cultivado com batata submetida a aplicacéo de inseticidas. Cada

dendrograma representa uma coleta, realizadas aos 32, 47, 62 e 77 dias apos
emergéncia (DAP).



O resultado da aplicagdo de fungicidas sobre a comunidade bacteriana do solo é
apresentado nas Figuras 13, 14 e 15. Os efeitos do Tebuconazole na comunidade bacteriana
do SIPA provocou uma reducéo da similaridade do perfil obtido em relacéo ao controle para
44% apbs 30 dias, reducdo esta que foi mantida ao longo do periodo do experimento. Esta
mesma tendéncia foi observada para o solo de AFS. No entanto, para o solo de APC, foi
observada um aumento de similaridade em relacéo ao controle a partir da 3?2 coleta, indicando
uma recuperacao da comunidade bacteriana frente a aplicacdo do produto.

O Tebuconazole apresenta um coeficiente de adsor¢céo muito alto no solo (NI et a.,
2004). A principio, a ata capacidade de adsor¢cdo as moléculas do solo inerente ao
tebuconazole deveria reduzir o impacto sobre a populacdo microbiana, porém as condicdes de
temperatura e umidade do experimento podem ter minimizado este efeito. O mecanismo de
acao deste composto consiste na inibicdo da metilacdo do C14 na biossintese do ergosterol em
fungos (GISI et al., 2000). Em estudos in vitro, RAMIREZ et al. (2004) observaram que o
efeito do tebuconazole sobre Fusarium graminearum € dependente das condi¢des de umidade
e temperatura, podendo ocorrer tanto inibicdo como um estimulo ao crescimento do fungo.

A aplicacdo do fungicida Metalaxil+Mancozeb provocou uma oscilacdo na
comunidade bacteriana em todos os solos, nos quais os indices de similaridade variaram
muito durante o periodo de experimentacdo (Figura 13, 14 e 15). Apesar disso, pode ser
observado que, semelhante com 0 que ocorre com a aplicacéo do Tebuconazole em solo de
APC, houve uma tendéncia de recuperacdo da comunidade bacteriana no sentido de
aproximé-la do grupo controle. Neste caso, o efeito deve ter resultado da combinacéo da agdo
dos dois ingredientes ativos do fungicida: metalaxil e mancozeb. Em atas doses o metalaxil €
toxico aos microrganismos, contudo, quando incorporado ao solo resulta em um aumento nos
nivels de nitrato e aménio, o que deve estimular a atividade microbiana (MONKIEDJE et al.,
2002), porém, apesar de haver uma relagdo ndo linear entre a concentragdo e a percentagem
de adsorcéo no solo (SUKUL & SPITELLER, 2001) a percentagem de adsorcéo é geralmente
baixa, em torno de 25%, dependendo do tipo de solo (MONKIEDJE & SPITELLER, 2002).
De forma semelhante, o efeito do mancozeb sobre a atividade enzimética microbiana ocorre
em baixas concentracdes (GUVEN et al., 2003), no entanto, este ingrediente ativo € pouco
toxico e degradado rapidamente na presenca de umidade e oxigénio (JACOBSEN & BOSS,
1997). Dessa forma, € possivel que o impacto sobre a comunidade bacteriana observado a
partir da 32 coleta teve seu efeito reduzido em funcdo do desaparecimento dos ingredientes
ativos no solo, o que permitiu, de uma forma geral, uma ligeira recuperacdo desta
comunidade.
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Figura 13: Dendrogramas de similaridade representativos das comunidades bacterianas do

solo do SIPA cultivado com batata submetida a aplicacdo de fungicidas. Cada

dendrograma representa uma coleta, realizadas aos 32, 47, 62 e 77 dias apos
emergéncia (DAP).
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Figura 14: Dendrogramas de similaridade representativos das comunidades bacterianas do
solo de APC cultivado com batata submetida a aplicagdo de fungicidas. Cada

dendrograma representa uma coleta, realizadas aos 32, 47, 62 e 77 dias apls
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4.3.2.3 Andlise por PCA do efeito da aplicacdo de inseticidas e fungicidas sobre a
comunidade bacteriana do solo

As Figuras 16 e 17 mostram 0 agrupamento por PCA da comunidade bacteriana do
solo cultivado com batata submetida a aplicacdo dos agrotoxicos. Os percentuais de
explicagdo da variagdo dainformagdo de cada componente sf0 apresentados na Tabela 5.

Como discutido no Capitulo I, a interpretacdo dos dados de agrupamento por
dendrograma e PCA deve ser vista de forma complementar, no entanto, a PCA apresenta
vantagens em fungdo de decompor a variagcdo dos dados em vérios componentes e de mostrar
a informacd de forma multidimencional, possibilitando uma melhor visualizacdo e
desmembramento dos agrupamentos observados nos dendrogrameas.

Os bhaixos valores observados na Tabela 5 para 0 somatério dos eixos X e Y, que varia
de 27,5 a 37,3%, sugerem que, provavelmente, devem existir outros fatores, como a idade da
planta ou interacdo da planta com fatores ambientais, que influenciaram na variabilidade dos
dados.

Tabela 5: Percentua de explicacdo das informagdes utilizadas para o0 agrupamento por PCA
das comunidades bacterianas.do solo.

SOLO
gqmpon.e”t% SIPA APC AFS
rincipais
I nset. Fung. I nset. Fung. I nset. Fung.
CP1 (%) 18,4 15,6 14,2 14,4 20,9 21,3
CP2 (%) 9,5 13,3 13,3 13,2 16,4 14,3

Total (CPL+CP2) (%) 279 289 275 276 373 356

CP1 = Componente Principal 1;
CP2 = Componente Principal 2;
Inset.= Inseticidas;
Fung.= Fungicidas.

A Figura 16 mostra a andlise por PCA da comunidade bacteriana do solo da area do
SIPA, de producdo e de AFS, tratada com inseticidas. Apesar dos eixos explicarem uma
percentagem relativamente baixa da variabilidade dos dados, observa-se uma tendéncia que
indica que a aplicacéo dos inseticidas no solo das 3 areas (Figura 16) resultou na distribuicéo
das coletas a0 longo do eixo X, engquanto que os tratamentos estdo distribuidos
preferenciamente ao longo do eixo Y. Neste caso, 0 efeito da coleta parece ter ssido mais
evidente em funcdo das mesmas distribuirem-se ao longo do eixo que explicaa maior parte da
variabilidade dos dados, o que pode ter sido influenciado pelo fato de que as aplicagOes dos
agrotéxicos foram feitas logo no inicio do experimento. No entanto, deve ser considerado
nesta andlise o efeito dos tratamentos pelos diferentes tratamentos uma vez que as diferencas
entre X e Y ndo foram grandes (Tabela 5). Com excecdo da comunidade bacteriana do solo do
SIPA, as comunidades bacterianas submetidas ao tratamento com Aldicarb aparecem mais
afastadas da comunidade bacteriana do controle do que as comunidades bacterianas
submetidas a0 tratamento com os outros inseticidas. O inseticida Clorpirifés também
provocou um afastamento da comunidade bacteriana em relacgo a do controle. No entanto, em
geral, o afastamento observado é menor do que aquele provocado pelo Aldicarb. Entre os
inseticidas 0 Deltametrina aparece mais proximo do controle do que Aldicarb e Clorpirifos,
indicando que este inseticida exerceu um menor efeito sobre a comunidade bacteriana do solo
(Figuras 16A, 16B e 16C). Na &rea do SIPA, ao contrario, a aplicacdo de Aldicarb foi a que
menos alterou a comunidade bacteriana, indicando que as caracteristicas das comunidades
microbianas presentes nas amostras de solo, assim como as caracteristicas fisico-quimicas,
foram importantes nos resultados obtidos neste experimento.
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Figura 16: Agrupamento por PCA das comunidades bacterianas do solo cultivado com batata
submetidas a aplicacdo de inseticidas. A) SIPA, B) APC e C) AFS. Al= Aldicarb,
coleta 1; A2= Aldicarb, coleta 2; A3= Aldicarb, coleta 3; Ad4= Aldicarb, coleta4; Cl1=
Clorpirifos, coleta 1; Cl2= Clorpirifés, coleta 2; CI3= Clorpirifos, coleta 3; Cl4=
Clorpirifés, coleta 4; D1= Deltametrina, coleta 1; D2= Deltametrina, coleta 2; D3=
Deltametrina, coleta 3; D4= Deltametrina, coleta 4; C1= Controle, coleta 1, C2=
Controle, coleta 2; C3= Controle, coleta 3; C4= Controle, coleta 4. O percentual de
explicacdo de cada eixo para a variabilidade dos dados estéo na Tabela 5.
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Figura 17: Agrupamento por PCA das comunidades bacterianas do solo cultivado com batata
submetidas a aplicacdo de fungicidas. A) SIPA, B) APC e C) AFS. Til=
Tebuconazole, coleta 1; T2= Tebuconazole, coleta 2; T3= Tebuconazole, coleta 3;

Metalaxil+Mancozeb, coleta 1; MM2=

Metalaxil+Mancozeb, coleta 2; MM3= Metalaxil+Mancozeb, coleta 3; MM4=

Metalaxil+Mancozeb, coleta 4, C1= Controle, coleta 1; C2= Controle, coleta 2; C3=

Controle, coleta 3; C4= Controle, coleta 4. O percentua de explicacdo de cada eixo

para a variabilidade dos dados estdo na Tabela 5.

T4=

Tebuconazole, coleta 4, MM1=

A Figura 17 mostra a andlise por PCA da comunidade bacteriana do solo da é&rea do
SIPA, de APC e de AFS, tratada com fungicidas.
O efeito da aplicacéo dos fungicidas ndo foi muito claro e parece ter dependido do tipo
de solo. Nas éreas do SIPA e de AFS (Figuras 17A e 17C) o efeito das col etas distribuiu-se ao
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longo do eixo X, enguanto que o efeito dos tratamentos foi observado ao longo do eixo Y. Na
APC foi observado um efeito inverso, ou sgja, as coletas distribuiram-se ao longo do eixo Y
enquanto gue os tratamentos distribuiram-se ao longo do eixo X. Possivelmente esse efeito
nas comunidades bacterianas do solo do SIPA e de AFS possa estar relacionado a um maior
teor de matéria orgéanica nestes solos, em relacdo ao solo de APC.

No sistema de producéo agroecolégica, o solo vem sendo manegjado ha varios anos
com alto aporte de material organico enquanto que os solos de mata normal mente apresentam
teores mais elevados de matéria organica dado os processos de decomposi¢do e ciclagem de
nutrientes intensos que ocorrem nestes ambientes. Desta forma, seriam criadas condigbes
propicias nestes solos para o desenvolvimento de uma maior diversidade da microbiota do
solo, composta por um nimero maior de grupos redundantes e, portanto, com maior
resiliéncia aos impactos causados pela aplicacdo dos inseticidas. Além disso, tem sido visto
gue os solos de mata, assm como os de sistema de producdo agroecoldgica s80 menos
perturbados do que em relacéo aos solos de producéo convencional, o que promove condicbes
favoréveis para a atividade biolégica (SANGINGA et al., 1992).

De forma geral, tanto para os inseticidas quanto para os fungicidas, observa-se que a
coleta 3 € a que mais se afasta das demais, caracterizando que as maiores diferencas entre os
tratamentos foram encontradas nesta fase do experimento. Por outro lado, as coletas 1 e 2 séo
mais semelhantes em relacdo as demais 0 que pode estar relacionado ao fato de que as
pulverizacdes foram realizadas 2 dias antes de cada uma destas coletas, ou sgja, este fato
explicaria a semelhanca entre as 2 primeiras coletas e um possivel efeito cumulativo estaria
relacionado ao afastamento da 32 coleta. Na 42 coleta é possivel que os efeitos da aplicagcdo
dos inseticidas ja estivessem reduzindo e, por razdo observa-se uma tendéncia desta
coleta tornar a se aproximar das duas primeiras. No entanto, nesta época era possivel observar
uma grande quantidade de raizes de batata, 0 que pode ter resultado num estresse e
influenciado este resultado.

4.3.2.4 Efeito da aplicagéo de inseticidas e fungicidas sobre a comunidade bacteriana do
solo a partir da similaridade destas comunidades em relagéo ao controle.

A partir da matriz de similaridade gerada pelo coeficiente Jaccard, foi determinado o
percentual de similaridade de cada tratamento (Inseticidas: Aldicarb, Clorpirifés e
Deltametrina; Fungicidas: Tebuconazole e Metalaxil+Mancozeb) em relagdo ao controle nas 4
épocas de coleta e nas 3 repeticoes.

O quadro de andlise de variancias (Tabela 6) mostra que ocorreu um efeito de bloco
altamente significativo, apesar do experimento ter sido conduzido sob condic¢des de casa-de-
vegetacao, indicando que o delineamento blocos casualisados escolhido, foi 0 mais indicado
nesta situacdo, em funcdo de ser capaz de isolar heterogeneidades que ocorrem dentro do
perimetro de experimentacao.
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Tabela 6- Quadro de andlise de varidncia da simlaridade dos tratamentos em relacdo ao
controle, realizado em delineamento de blocos ao acaso com parcela sub-dividida.

Fonte de variacao Grausdeliberdade Quadrado médio Fc
Bloco 2 1592,27 11,024
Origem do solo (A) 2 8209,52 53,839
Agrotoxico (B) 4 406,44 2,814
(A X B) 8 122,79 0,850™
erro 28 144,43 -
Coleta (C) 3 2238,82 13,359
(A X C) 6 2394,62 14,288
(B X C) 12 174,47 1,041"
(A X BXC) 24 118,31 0,706"
erro 90 167,59 -
Total corrigido 179 67356,55 -
CV Parcela (%) 26,48

CV Sub-parcela (%) 28,53

Média Geral 45,38

Fc = F calculado;

" Significativo (p>0,05);
" Significativo (p>0,01);
"Snao significativo.

Como pode ser observado na Tabela 7, foram encontradas diferencas significativas na
similaridade das comunidades bacterianas do solo em relagdo ao controle (colunas), resultante
da aplicacdo dos inseticidas, somente para a comunidade bacteriana do solo de AFS, na coleta
realizada aos 47 DAP, no qual o maior efeito observado resultou da aplicagdo do inseticida
Aldicarb. Estes dados ndo permitem estabelecer uma tendéncia da magnitude do impacto
sobre a comunidade bacteriana do solo causado pelos agrotdxicos testados, sugerindo que o
comportamento € dependente da comunidade bacteriana especifica de cada solo cultivado
com batata.

Por outro lado, foram encontradas vérias diferencas significativas entre os solos,
dentro de cada coleta (Tabela 7 — linhas). Observa-se que a aplicacdo dos agrotoxicos resultou
em mudancas significativas na similaridade da comunidade bacteriana do solo em relacéo ao
controle, nos 3 solos e nas duas primeiras coletas (32 e 47 DAP). Além disso, o inseticida
Aldicarb, apresentou diferenca entre os 3 solos na 3?2 coleta (62 DAP). De forma geral, os
menores indices de similaridade foram observados na 12 coleta (32 DAP), sendo que Aldicarb,
Clorpirifés e Tebuconazole apresentaram os maiores efeitos sobre a comunidade bacteriana
do solo cultivado com batata (Tabela 7). Em especial, destaca-se que a comunidade bacteriana
do solo da APC apresentou 0os menores indices de similaridade em relacgo ao controle, o que
sugere que uma baixa resiliéncia pode ser uma caracteristica desta comunidade bacteriana
gue, em funcdo disto, é fortemente impactada pela aplicacéo dos agrotoxicos.
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Tabela 7: Percentual de similaridade nas diferentes épocas de coleta (32, 47, 62 e 77 DAP) em relagdo ao controle da comunidade bacteriana do
solo do SIPA, APC e AFS cultivado com batata e submetida,a aplicacdo de inseticidas e fungicidas. M édias obtidas de 3 repeticles.
(SIPA — Sistema Integrado de Producéo Agroecoldgica; APC — Area de Producéo Convencional; AFS — Area de Floresta Secundaria)

32 DAP 47 DAP 62 DAP 77/ DAP

SIPA  APC  AFS SIPA  APC AFS SIPA APC  AFS SSPA  APC AFS
Deltametrina 550Aa 17,3Ab 36,0Ab 520Ab 347Ab 91,0Aa 53,7Aa 51,0Aa 587Aa 540Aa 50,0Aa 40,0Aa
Aldicarb 523Aa 53Ab 37,7Aa 477Aa 267Ab 673Ba 537Aa 340Ab 620Aa 436Aa 41,7Aa 37,7Aa
Clorpirifos 550Aa 14,3Ab 37,7Aa 47,7Ab 323Ab 87,3Aa 46,0Aa 430Aa 57,3Aa 43,7Aa 27,3Aa 40,0Aa
Metalaxil+Mancozeb  49,0Aa 27,0Ab 623Aa 39,7Ab 287Ab 77,7Aa 52,7Aa 453Aa 46,0Aa 51,7Aa 447Aa 56,3Aa
Tebuconazole 427Aa 17,0Ab 37,3Aa 440Ab 26,7Ab 773Aa 493Aa 427Aa 520Aa 31,3Aa 40,0Aa 44,3Aa
CV parcela (%) 26,48

CV sub-parcela (%) 28,53

Médias de similaridade na mesma coluna, seguida da mesma letra mailscula ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
Meédias de similaridade na mesma linha e em cada coleta, seguidas da mesma letra minascula ndo diferem entre s pelo teste de Scott-Knott

(p<0,05).



Os dados provenientes da similaridade das comunidades bacterianas do solo cultivado
com batata e submetida a aplicacdo dos diferentes agrotdxicos com a comunidade bacteriana
do controle, também, foram utilizados para determinacéo da regressdo em funcéo das coletas,
sendo gerado um gréfico para cada agrotéxicos em cada tipo de solo (Figura 18). Cada gréfico
consta de 4 pontos, representando as 4 coletas. Em cada gréfico podem ser visuaizados as
curvas de tendéncia, representando o modelo de melhor guste encontrado na andlise da
regressao, a equacdo que explica o melhor modelo para cada situagéo (solo X agrotdxico) e o
coeficiente de determinacdio (R?) de cada modelo. As curvas representas por linhas
pontilhadas indicam que nd&o houve diferenca significativa entre as coleta, enquanto que, as
curvas representadas por linhas continuas, indicam que foram observadas diferencas
significativas entre as coletas para os valores de similaridade entre as comunidades
bacterianas submetidas a aplicacdo de agrotdxicos e o controle.

Em relacdo ao efeito dos inseticidas, a similaridade da comunidade bacteriana do solo,
representado pelas linhas de tendéncia, observa-se um comportamento distinto pra cada um
dos solos e, em gera, para um mesmo solo, a mesma tendéncia de comportamento para os 3
inseticidas. Ja entre os fungicidas, essa tendéncia ndo € observada, indicando uma interacéo
mais especifica de cada fungicida com os diferentes tipos de solo (Figura 18).

No solo do SIPA, observa-se que a aplicagdo dos agrotoxicos provocou uma reducdo
da similaridade da comunidade bacteriana em relacéo ao controle. No entanto, apos 0 impacto
inicial os indices de similaridade desta comunidade permaneceram constantes durante todo o
periodo de estudo, mantendo-se em uma faixa de 55% para os 3 inseticidas e em torno de
40% para os fungicidas. No solo da APC, a aplicac8o dos agrotoxicos provocou um impacto
inicial muito forte, reduzindo a similaridade da comunidade bacteriana em relacéo ao controle
para valores em torno de 10% a 15%. No entanto, ao longo das coletas ha uma tendéncia de
recuparacdo da comunidade bacteriana, sendo que, para os fungicidas, ndo foram observadas
diferencas significativas entre as coletas. Ja para a comunidade bacteriana do solo de AFS,
observa-se um marcante efeito inicial, resultando em indices de similaridade em torno de 40%
(Figura 18), sendo seguido de uma recuperagcdo da comunidade bacteriana, exceto quando
submetida ao tratamento com Metalaxil+Mancozeb. Porém, a partir da 32 coleta a comunidade
bacteriana volta a se afastar do controle. Provavelmente a comunidade bacteriana do solo da
AFS apresenta uma resposta mais frégil a aplicagdo dos agrotdxicos, uma vez que, ha maioria
dos casos, a recuperacdo da comunidade bacteriana foi seguida de um novo afastamento em
relacdo ao controle. Por outro lado, a comunidade bacteriana do solo do SIPA apresenta a
maior resiliéncia, visto que, apesar de um efeito inicial que foi menor do que os observados
para as outras areas, a aplicacdo dos inseticidas e fungicidas resultou em uma regressao nao
significativa, indicando que os indices de similaridade em relagdo ao controle permanecem
estaveis até o fina do periodo de estudo.

De uma forma geral, os efeitos da aplicacdo dos fungicidas sobre a comunidade
bacteriana do solo tenderam a mostar um comportamento menos intenso e impactos menos
significativos do que os advindos da aplicacdo de inseticidas, sendo acompanhados de indices
de similaridade ligeiramente mais elevados.
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Figura 18: Regressdo da similaridade das comunidades bacterianas do solo cultivado com batata submetida a aplicacdo dos diferentes inseticidas
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e fungicidas, em relacéo ao controle, nos diferentes solos, em fungéo das diferentes coletas. (32, 47, 62 e 77 DAP).



Confirmando os resultados que foram mostrados na Tabela 7, os efeitos da aplicagdo
dos diferentes agrotoxicos na similaridade da comunidade bacteriana do solo, em relacdo ao
controle, mostrou a mesma tendéncia geral para todos os inseticidas e fungicidas dentro de
cada solo, exceto para o inseticida Clorpirifés no solo de APC e, para o fungicida
Metalaxil+Mancozeb no solo de AFS. Contudo, nos difentes solos os comportamentos foram
distintos. No caso do solo do SIPA, um sistema de producdo onde 0 manejo adotado baseia-se
no uso de adubacdo organica e compostos organicos, o que favorece o desenvolvimento
microbiano. Estudos relatam que a adicdo de material organico provoca ateracbes na
populacdo dos grupos de afa e beta-proteobactérias e actinomicetos, aém de um aumento na
riqueza bacteriana e aumento na populacdo bacteriana do solo com maior %G+C (TOYOTA
& KUNUNAGA, 2005; GELSOMINO & CACCO, 2006). Além disso, considera-se que 0
acumulo de matéria organica no solo € um dos principais fatores que afetam o crescimento
das comunidades microbianas (FROUZ & NOVAKOVA, 2005). Com o exposto, é possivel
gue as condigdes encontradas no solo do SIPA estimulem o desenvolvimento de comunidades
bacterianas, permitindo que ocorra um grande nimero de grupos redundantes, ou sgja, grupos
bacterianos que desempenham a mesma funcdo. Desta forma, mesmo que parte destes grupos
tivessem sido afetados pela pulverizacdo com o0s agrotoxicos, 0s demais grupos
remanescentes com alguma tolerancia aos ingredientes ativos continuariam desempenhando
suas fungdes, minimizando a influéncia do tratamento o que caracterizaria a maior resiliéncias
das comunidades bacterianas presentes neste solo.

No caso do solo de APC, o forte impacto verificado inicialmente, representado pelos
baixos indices de similaridade, podem ter sido decorrentes de que, sob este tipo de manejo,
normalmente é encontrada uma baixa diversidade microbiana, com grande predominancia de
poucos grupos ou espécies. O sistema de cultivo convencional normalmente é capaz de
provocar um aumento no pH do solo, diminuicdo da concentragdo da matéria organica,
biomassa e atividade microbiana no solo (DIAZ-RAVINA et a., 2005), diminuindo a
diversidade bacteriana 0 que acompanha a uniformidade e riqueza do substrato usado pelas
populacBes bacterianas (LUPWAYI et al., 1998). Desta forma, € possivel que a
predominancia de poucos grupos bacterianos caracterizam um estado de baixa resiliéncia o
gue resultou no afastamento inicial da populacdo microbiana deste solo em relacdo ao
controle.

Os efeitos observados no solo de AFS foram menos drésticos do que agueles
observados no solo de APC, apesar de que apds uma tendéncia de recuparacéo até a 22 coleta,
semelhante a que foi observada no solo de APC, observa-se uma reducdo na similaridade a
partir da 32 coleta. Os solos de floresta hormalmente apresentam maiores teores de matéria
organica e diversidade microbiana (HAYNES et al., 1995) que os solos cultivados
convencionalmente, o que pode ter contribuido para que o impacto inicial tenha sido menor.
No entanto, € possivel que durante a recuperacdoda comunidade bacteriana, este processo
tenha sido iniciado por grupos bacterianos oportunistas que, apds a reducdo da concentracéo
de substratos prontamente assimilaveis, tenham reduzido sua atividade dando oportunidade de
desenvolvimento de outros grupos.

4.3.3 Comparacdo dos efeitos da aplicacdo de Inseticidas e Fungicidas Sobre a
Comunidade Bacteriana do Solo Cultivado com Batata

Os inseticidas usados neste experimento atuam no sistema nervoso central e periférico
dos insetos, apresentando como mecanismos de acdo a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
e acdo sobre os canais de potassio. Desta forma, aparentemente ndo se pode relacionar um
efeito direto destes ingredientes ativos sobre as células microbianas do solo. No entanto, o
efeito destes compostos sobre os artrépodos do solo ird causar uma grande disponibilizagdo de
nutrientes através da morte destes organismos, possibilitando que grupos microbianos
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saprofiticos sgjam favorecidos e tenham seu desenvolvimento estimulado em detrimento de
outros grupos, o que causaria um desequilibrio momentaneo na relagcéo entre as comunidades
microbianas. I1sto pode explicar porque o efeito dos 3 inseticidas utilizados foi semelhante
entre s quando se considera apenas uma area.

No caso dos fungicidas, a acdo sobre a comunidade bacteriana do solo é também
indireta. No entanto, a causa do desequilibrio se justifica no fato de que estes agrotoxicos tém
um amplo espectro de acdo sobre os fungos e, sendo assim, seus efeitos sobre a comunidade
fangica podem resultar em estimulos ao desenvolvimento de varios grupos bacterianos, seja
em funcdo da disponibilizagdo de nutrientes, resultante da morte dos fungos, ou pela reducéo
da competicdo por nutrientes, o que pode gerar SituacOes especificas que resultou em
comportamentos mais variados como foi observado para Metalaxil+Mancozeb e
Tebuconazole. A situacdo inversa também deve ter ocorrido, ou sgja, uma redugdo no nimero
de células bacterianas de grupos que apresentem alguma relacéo ecol6gica com os fungos em
funcdo da aplicacdo dos fungicidas. A aplicacdo do Metaaxil, por exemplo, provocou uma
reducéo de até 51% no numero de células bacterianas (PESARO et a, 2004).

De uma forma geral, os resultados observados na Figura 18 indicam que os efeitos dos
inseticidas sobre a comunidade bacteriana do solo foram mais impactantes do que os efeitos
dos fungicidas que, no entanto, apresentaram um efeito mais semelhante entre os diferentes
solo. Ainda assim, a aplicacdo destes agrotoxicos (inseticidas e fungicidas) aterou o
equilibrio das comunidades bacterianas dos solos estudados, o que refletiu nos indices de
similaridade destas comunidades bacterianas em relagcéo ao controle. Apesar de se encontrar
na literatura um nimero significativo de trabalhos que mostram o efeito dos agrotoxicos sobre
grupos especificos de microrganismos do solo, tais como, rizébios e micorrizas
(KISHINEVSKY et al., 1992; ABD-ALLA et a., 2000), estudos que mostrem o efeito destes
compostos sobre a dindmica das comunidades microbianas sd ainda em ndmero
relativamente reduzido. Uma melhor compreensdo do comportamento das comunidades
visando a caracterizacdo de pardmetros ecol6gicos como: resiliéncia, vigor, organizacéo e
relacles entre as espécies em diferentes ecossistemas pode indicar o efeito do uso continuado
destes produtos sobre a qualidade do ecossitema (De KRUIJF & VUUREN, 1998).
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4.4 CONCLUSOES

Ocorreu uma sucessdo bacteriana em que as comunidades bacterianas foram mais
heterogéneas na primeira e segunda coletas do que na terceira e quarta coletas, sendo que,
nestas ultimas coletas, ndo firam observados efeitos significativos da aplicagcdo dos
agrotoxicos.

O efeito dos inseticidas foi muito similar entre os diferentes solos, enquanto que o
efeito dos fungicidas foi caracteristico para cada solo, provavelmente por seus efeitos diretos
sobre os fungos que mantém uma relacdo muito préxima com as comunidades bacterianas.

A aplicagdo dos agrotdxicos resultou em um impacto inicid muito forte sobre a
comunidade bacteriana do solo da APC, sendo que os inseticidas causaram maior impacto que
os fungicidas.

A comunidade bacteriana nativa da &rea do SIPA foi a que mostrou 0 comportamento
mais uniforme durante o periodo de observacdo frente a aplicacdo dos agrotoxicos.

A comunidade bacteriana do solo da area de AFS apesar de ter mostrado a principio
uma capacidade de recuperacdo, posteriormente se afastou cada vez mas do tratamento
controle.

A comunidade bacteriana do solo da APC parece apresentar um certo grau de selecéo
aos agrotoxicos usados, refletindo-se na recuperacdo da comunidade bacteriana ao longo do
periodo.

As comunidades bacterianas do solo do SIPA e de AFS sofreram as menores
alteracbes em relacdo ao controle, indicando uma maior resisténcia relacionada a estes solos.
Contudo, a comunidade bacteriana do solo de AFS mostrou maior resisténcia a aplicacéo dos
agrotoxicos do que a comunidade bacteriana do solo do SIPA.

A técnica de PCR-DGGE se mostrou bastante eficiente na determinacéo dos efeitos de
inseticidas e fungicidas sobre a comunidade bacteriana do solo.
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5 CONSIDERACOESFINAIS

A cultura da batata figura quarto lugar entre as culturas de maior importancia
econdémica mundial. No Brasil, a batata, apesar de ter grande importancia socio-econémica,
apresenta uma érea cultivada bem inferior a outras culturas, também importantes, como a
soja

O uso intensvo de insumos industriadlizados nesta cultura, assim como o
melhoramento de cultivares, movimentam um mercado de bilhdes de dolares anuais. No
entanto, a0 raros o0s estudos sobre os efeitos destas préti cas sobre a microbiota do solo.

Frente ao quadro mundial e nacional an relagdo ao uso de plantas geneticamente
modificadas (GMs) e, levando em consideracdo o desenvolvimento e introducéo batata GM
no Brasil, tornase claro que, no futuro, esta planta fard parte da realidade do mercado
nacional, sem gue questbes preliminares a respeito do comportamento da microbiota do solo
frente a praticas de mango corriqueiras sggam respondidas, atendendo as atividades
relacionadas a avaliacdo de biosseguranca desta tecnologia em relagdo ao impacto ambiental
sobre popul agBes ndo-alvo, baseada no “Principio da Precaucéo”, conceito este que norteia a
discussdo nos foruns internacionais e nacionais em relacéo ao uso de plantas GMs.

Em todo o mundo tém sdo realizados estudos sobre os possiveis impactos da
transgenia em organismos ndo-alvo. No entanto, muito pouco € estudado, assm como, sdo
muito escassas as respostas para os efeitos de préticas agricolas, corriqueiramente adotadas,
sobre a microbiota do solo. Os estudos bésicos de impacto sobre a microbiota do solo,
principalmente, no caso das culturas da batata e do milho, se justificam pela atual falta dessa
informacgdo e, estdo apoiados na premissa de que é nessario se conhecer os efeitos mais

simples para se poder inferir sobre questées mais complexas envolvendo plantas, manegjo e
ambiente.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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