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INTRODUGAO

Comunidades bacterianas ocupam ambientes variados, tais como: solo, agua, ar,
plantas e animais (ANDREOTE et al., 2009). Nos micro-habitats da lavoura, a ocorréncia de
diferentes espécies microbianas pode variar em fungdo da disponibilidade de recursos.
Nesse contexto, a ocorréncia de grupos microbianos, pode ser favorecida ou inibida de
acordo com a disponibilidade de substrato e fonte de alimento, que ira diferir de acordo com
as praticas de manejo e de componentes abidticos, os quais podem ser potencializados
com os agroquimicos utilizados na lavoura e o descarte de aguas residuais, ricas em
nutrientes (CASTRO e PRADO, 1993).

No caso de ecossistemas impactados por agroquimicos, as bactérias produtoras de
enddsporos tendem a proliferacdo, pois estes organismos transformam diversas
substancias em fontes de carbono para a produgéo de energia. Nesse sentido, a agua doce
utilizada na irrigagéo de lavouras orizicolas, pode ser um ambiente favoravel para estudos
que objetivam acrescentar informagdes referentes aos fatores que direcionam a estrutura
das comunidades microbianas.

Como representantes das bactérias produtoras de enddsporos estdo as espécies B.
cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides e B.
weihenstephanensis, as quais constituem um cluster homogéneo dentro do género Bacillus,
denominado de grupo Bacillus cereus (MINNAARD et al., 2007).

Sendo assim, este estudo teve como objetivo estimar a abundancia de bactérias
produtoras de enddsporos, presentes em aguas de irrigagdo e drenagem das lavouras, em
duas regides orizicolas do RS, e sua relacdo com os nutrientes: nitrogénio, fosforo e
potassio.

MATERIAL E METODOS

As amostras de agua foram coletadas no periodo de outubro a setembro, do ciclo
agricola 2007/08, em duas regibes produtoras de arroz irrigado do RS. Na regido da
Planicie Costeira Externa na Estagdo Experimental do Arroz do Instituto Rio Grandense do
Arroz (EEA/IRGA), municipio de Cachoeirinha, RS, as amostras de agua foram coletadas no
canal de entrada (CE), 29°56'59,9"S 51°07'23"W, proveniente do rio Gravatai, e no canal de
saida (CS), a 29°57'14,2"S 51°06'53,2"W. Na regido da Planicie Costeira Interna, no
municipio de Camaqua, RS, os pontos de coleta foram: na estagdo de bombeamento do Rio
Camaqua (R) e no Dreno 2. Na EEA, em Cachoeirinha, cada amostra de agua,
correspondente a 100 mL, foi coletada da lamina superficial, até 40 cm de profundidade. Na
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regido de Camaqua, as amostras foram coletadas com profundidade superior aos 40 cm.
Posteriormente a coleta, as amostras foram catalogadas e conservadas a 4°C, até serem
enviadas ao Laboratério de Microbiologia e Toxicologia da UNISINOS, onde foram filtradas
em membranas de nitrocelulose estéril, de 0,22 uym de porosidade, e conservadas a -20°C.
Aliquotas de 0,2 mL do material eluido dos filtros foram semeadas em Agar Nutriente e Agar
Soja Triptona, sendo incubadas a 30°C de 18-24horas (MORAES et al., 1999). As col6nias
isoladas foram submetidas ao processo de pasteurizagdo e posteriormente inoculadas em
Meio Usual Glicosado (MUG), com a adicdo de Penicilina-G (0,6 mg/L - SIGMA®) ou
Estreptomicina (0,15 mg/L - SIGMA®), sendo em seguida cultivadas a 30°C, 180 rpm,
durante 72 horas.

Os isolados bacterianos que tiveram crescimento positivo nos meios seletivos
foram analisados em microscopia de contraste de fase (1000x) para a diferenciagcdo de
algumas espécies. Para a caracterizagdo molecular bacteriana, o material genético das
colbnias de bactérias cultivadas foi extraido, de acordo com o método adaptado de extragédo
salina, e apds foi realizada a amplificagdo do gene ribossonal 16S, através da técnica de
reagdo em cadeia de polimerase (PCR). As amostras amplificadas foram purificadas e
enviadas a Advancing Through Genomics (MACROGEN), para sequenciamento automatico.
As sequéncias parciais do gene ribossomal 16S foram comparadas com um banco de
sequéncias de DNA bacteriano disponiveis na base de dados GenBank utilizando a
ferramenta BLAST do NCBI. As multiplas sequéncias foram alinhadas utilizando o programa
Clustal X e editadas manualmente no Bioedit. O método geométrico Neighbor Joining foi
utilizado na recuperacéo da filogenia, com o auxilio do programa MEGA 3.1 (KUMAR et al.,
2005). O grau de confiabilidade da arvore filogenética obtida foi testado através da
reamostragem por bootstrap (FELSENSTEIN, 1985). Os nutrientes analisados foram:
nitrogénio, fésforo e potassio, conforme Tedesco et al. (1995). Estes parametros foram
fornecidos pela equipe de agronomia da EEA/IRGA. A andlise de regresséo linear foi
efetuada para avaliar a influéncia dos parametros fisico-quimicos na abundancia dos taxons
bacterianos nas aguas de irrigacdo e drenagem, utilizando o programa Systat 12 (2007).
Para comparagdes, os taxons bacterianos identificados foram subdivididos em 3 grupos:
bactérias esporulantes, grupo Bacillus cereus e Bacillus spp.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo foram identificadas as seguintes espécies do género Bacillus: B.
cereus, B. koreensis, B. licheniformis, B. marisflavi, B. megaterium, B. mycoides, B. pumilus
e B. thuringiensis.

Em Cachoeirinha, na analise de regressdo simples, utilizando as médias dos
parametros abiodticos e a abundancia das espécies de Bacillus, foi verificada a relagédo
significativa com a variavel fosforo (Y= 1,807 + 0,863, R’= 0,400, F 1 = 6,654, p=0,027),
conforme ilustra a Figura 1. Desse modo, 40% da variagdo na abundancia de Bacillus spp.
foi influenciada pelo fésforo na agua proveniente do rio Gravatai, na EEA/IRGA, durante o
periodo desse estudo (2007/08). Na agua de saida, ndo foi verificado influéncia
estatisticamente significativa do teor de nutrientes em relagdo aos grupos microbianos.
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Figura 1. Relagdo linear entre a abundancia de Bacillus spp. e a variavel fésforo, em
amostras de agua do rio Gravatai, municipio de Cachoeirinha, RS, ciclo agricola 2007/08.

No estudo realizado por Azambuja (2006), em solos de cultivo da Estagdo
Experimental do Arroz foi observado que a presenga dos compostos fésforo, aluminio acido
e calcio favoreceram a abundancia de B. thuringiensis. Sendo que o rio Gravatai, em
condigbes normais de precipitagdo pode contribuir para as necessidades nutritivas das
plantas com, aproximadamente, 50% da quantidade de nitrogénio, 25% de fésforo e 100%
de potassio (ANGHINONI et al., 2005).

No rio Camaqué, a abundancia das espécies representantes do grupo Bacillus
cereus esteve relacionada com a variavel nitrogénio (Y= 0.979 +1.750, R’= 0.338, Fy =
5.105, p=0.047) (Figura 2). Desse modo, 33,8% da variagdo na abundancia das espécies
representantes do grupo Bacillus cereus foi influenciada pelo nitrogénio, nas aguas de
entrada.

Em relagdo a abundancia de bactérias produtoras de enddsporos, a variavel
potassio apresentou relagdo significativa (Y= 6.243-0.696, R*= 0.420, Fyi = 7.243,
p=0.023). Logo, 42% da variagado na abundancia de bactérias produtoras de endésporos foi
influenciada pelo potassio, nas amostras de agua de irrigagdo durante o ciclo da cultura
(2007/08). Na agua de drenagem néo foi verificado influéncia estatisticamente significativa
do teor de nutrientes em relagéo aos grupos microbianos.

Estudos em mesocosmos, tém demonstrado que a matéria organica dissolvida ira
influenciar diferentes populagdes bacterianas, alterando a composigéo destas comunidades
(VAN HANNEN et al., 1999; CRUMP et al., 2003).

A predominancia de Bacillus sp. foi relatada em amostras de agua doce utilizadas
para a irrigagao da cultura e nas parcelas de cultivo, em 5 regides orizicolas do RS (RECHE
e FIUZA, 2005). Na pesquisa realizada por Fritz et al. (2010), em solos sob diferentes
sistemas de cultivo de arroz irrigado, em Cachoeirinha, foi observado que a abundancia de
Bacillus spp. é favorecida nos periodos em que a lavoura esta com lamina de agua na
superficie do solo em relagdo a periodos de solo seco. O que salienta a importancia do
subsidio organico, presente na agua que irriga a lavoura, para a proliferacdo de
comunidades de Bacillus e outros grupos bacterianos.
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Figura 2. Relagédo linear entre a abundancia de representantes do grupo Bacillus cereus e a
variavel nitrogénio em amostras de agua do rio Camaqua, municipio de Camaqua, RS, ciclo
agricola 2007/08.

CONCLUSAO

De acordo com as anadlises de regresséo, os elementos quimicos fésforo, nitrogénio
e potassio influenciaram a ocorréncia de bactérias esporulantes nas aguas de irrigagédo, em
ambas as regides orizicolas estudadas. Ndo sendo observada influéncia significativa, destes
parametros, na abundancia dos grupos bacterianos em amostras de drenagem das
lavouras.

Nesse estudo, a associagdo de bactérias produtoras de enddésporos com os
nutrientes indica o favorecimento do aporte organico, proveniente de dguas que atravessam
regides urbanizadas, para a proliferacdo e manutengéo dos grupos bacterianos.
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