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Resumo: A bacia do rio S8o Francisco constitui um reservatorio natural de vida e
proliferacdo de bactérias no solo. O objetivo foi identificar o Bacilus cereus em amostras de
solo. A hipdtese da pesquisa foi pautada na influéncia do processo de desmatamento, que
desencadeia o fator de viruléncia do B. cereus em area de pasto, comparado com area de
floresta independente do tipo de solo. A coleta foi realizada em areas de floresta e de
pastagem na profundidade de 0-20cm. Os atributos analisados foram pH, MO, P, K, Ca, Mg,
H+Al, Al, CTC, m, v, Cu, Fe, Mn e Zn. O isolamento do B. cereus seguiu 0 método classico
descrito pela World Organization (1985). A presenca da bactéria foi detectada através da
extracdo de DNA a partir do método de Fenol Cloroférmio, seguido da técnica de PCR, e
eletroforese. O resultado para a classificacdo textural foram Latossolo Vermelho Amarelo,
Neossolo Litolico, e Argissolo Vermelho Amarelo, cujo pH variou de 4,6 a 4,7. Em area de
floresta o desvio padrdo foi de 24,3 demonstrando dispersdo significativa quanto a matéria
organica. A mesma tipologia de solo pode nédo ser fator determinante para indicar a presenca
do B. cereus quanto ao gene nheB.
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MICROBIOLOGICAL POTENTIAL IN FOREST AND PASTURE AREAS: A
CASE STUDY ABOUT Bacillus Cereus IN SAO FRANCISCO RIVER BASIN -
SOUTHWESTERN AMAZON

Abstract: Sdo Francisco River basin is a natural reservoir for bacterial life and proliferation
in the soil. The aim of the current study is to identify Bacilus cereus specimens in soil
samples. The research hypothesis was based on the influence of deforestation processes,
which trigger the virulence factor of B. cereus in pasture areas, in comparison to forest areas,
regardless of soil type. Soil samples were collected 0-20cm down the ground in forest and
pasture areas. The analyzed attributes comprised pH, MO, P, K, Ca, Mg, H + Al, Al, CTC, m,
v, Cu, Fe, Mn and Zn. B. cereus isolation process was based on the classical method
described by the World Organization (1985). Bacterial incidence was determined through
DNA extraction based on the Phenol Chloroform method, which was followed by techniques
such as PCR and electrophoresis. Soil textural classification pointed out the following soil
types: Red Yellow Latosols, Litolic Neosols, and Yellow Red Latosols, whose pH ranged
from 4.6 to 4.7. The standard deviation in the forest area was 24.3; this outcome has shown
significant organic matter dispersion. Similar soil typology may not be a determining factor to
indicate B. cereus incidence based on the nheB gene.

Keywords: Soil, Macronutrients, Bacteria.

POTENCIAL MICROBIOLOGICO EN ZONA BOSCOSA Y PASTIZAL: ESTUDIO
DE CASO DEL Bacillus Cereus EN LA CUENCA HIDROGRAFICA DEL RIO DE
SAN FRANCISCO - AMAZONIA SUR OCCIDENTAL

Resumen: La cuenca del rio San Francisco constituye un reservorio natural de vida y
proliferacion de bacterias en el suelo. El objetivo fue identificar el Bacilus cereus en muestras
de suelo. La hipotesis de la investigacion se basd en la influencia del proceso de
deforestacion, que desencadena el factor de virulencia de B. cereus en areas de pastos,
comparado con la area forestal independiente del tipo de suelo. La colecta fue realizada en
areas forestales y pastizales a una profundidad de 0-20cm. Los atributos analizados fueron
pH, MO, P, K, Ca, Mg, H+AI, Al, CTC, m, v, Cu, Fe, Mn y Zn. El aislamiento de B. cereus

siguid el método clasico descrito por la World Organization (1985). La presencia de la
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bacteria se detectd mediante la extraccion de ADN a partir del método Fenol Cloroformo,

seguido de la técnica PCR, y la electroforesis. El resultado para la clasificacion textural
fueron Latosol Rojo Amarillo, Neosol Litolico y Acrisol Rojo Amarillo, cuyo pH varié entre
4,6 y 4,7. En el érea forestal, la desviacion estandar fue de 24,3, lo que demuestra una
dispersion significativa con respecto a la materia orgénica. La misma tipologia del suelo
puede no ser un factor determinante para indicar la presencia de B. cereus con respecto al gen
nheB.

Palabras clave: Suelo, Macronutrientes, Bacteria.

INTRODUCAO

As investigacdes fisica, quimica e bioldgica do solo permitem entender a dindmica
ecoldgica na qual os microrganismos estdo inseridos. Desta forma, o Bacillus cereus,
enquanto bactéria gram-positiva, preferencialmente aer6bia com crescimento facultativo
anaerdbio presente no solo, desenvolve seu ciclo de vida saprofitico, germinando e crescendo
em associacdo com animais ou plantas, o que resulta em interagdes simbidticas e/ou
patogénicas de forma cosmopolita (SANTOS 2009). Ele pertence ao género Bacillus, filo
Firmucutes, apresentando maior correlacdo em areas de pastagem em detrimento de florestas
(VILAIN et al. 2006; MENDES et al. 2015).

A intensidade de uso do solo na regido amazonica tem provocado a substituicdo da
cobertura vegetal nativa por areas de pastagem e agricultura, sendo o corte e a queima as
principais atividades praticadas que induzem a mudangas nos ciclos biogeoquimicos
(Cenciani 2009; Rodrigues et al. 2013; Navarrete et al. 2015), as quais podem levar o
ambiente a um stress ambiental acarretando desequilibrio microecoldgico no solo.

O construto da hipdtese esta pautado na influéncia do processo de desmatamento que
desencadeia o fator de viruléncia do Bacillus cereus em area de pasto comparado com area de
floresta independente do tipo de solo. Segundo Aradjo e Monteiro (2007), a atividade
microbiana concentra-se na camada mais superficial do solo, entre 1 a 30 cm; nesta camada,
0S microrganismos ocupam um percentual menor que 0,5 do volume total do solo, o que
representa menos que 10% da matéria organica.

O solo é um sistema complexo formado por fatores geologico, topografico e climatico

gue possibilitam grandes variedades de bactérias, fungos e protozoarios, 0s quais Sdo
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essenciais para a manutencdo de agroecossistemas, uma vez que 0s microrganismos tém sido

cada vez mais associados a qualidade ambiental (Brasil 1978), nos teores dos atributos do
solo, interferindo nos processos de interacbes microbianas.

Considerando o crescente avango da transformacdo da floresta em pasto na regido
Amazonica, o objetivo da pesquisa foi identificar e caracterizar a bactéria Bacillus cereus a
partir da analise de parametros fisicos e bioldgico do solo. Neste sentido, a expansdo da
pecudria no Estado de Rondonia, pode ter sido um fator potencializador negativo no equilibrio

do ecossistema local.

MATERIAL E METODOS
Area de estudo

Localizada a noroeste do Estado de Rondénia, a bacia hidrografica do rio Séao
Francisco € um exemplo de recurso hidrico que foi atingida pelos empreendimentos
Hidrelétricos de Jirau e Santo Antdnio. E uma sub-bacia do rio Jaci-Parand com
aproximadamente, 98% de sua area inserida no municipio de Porto Velho-RO, totalizando
2.252,77 Km? (Figura 1). Quanto ao uso e cobertura da terra, a vegetacio predominante é do
tipo Floresta Ombrofila densa, com expressiva atividade econdmica no setor da pecudria
extensiva, com area de 879,06 km2 (NUNES, 2014).

O clima é do tipo Aw, conforme a classificacdo de Koppen, com registro de
temperatura para 0 més mais frio superior a 18 °C, apresentando estacdo seca de pequena
duracdo e elevada precipitacdo. As médias anuais dos indices pluviométricos apresentam
variacBes de 1.800 & 2.100 mm aa™*, assegurando chuvas intensas e concentradas em pequenos
periodos (NIMER 1989; RONDONIA 2001; RONDONIA 2005).
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Fonte: Os autores

Amostras de solo

A coleta de solo foi realizada em areas de floresta e pastagem com o Trado Holandés
na profundidade de 0-20 cm, conforme metodologia descrita por Faoro (2010). As amostras
para as analises de vulnerabilidade natural a erosdo foram encaminhadas ao Laboratério de
Geografia e Planejamento Ambiental, a extracdo de DNA e da Reacdo em Cadeia de
Polimerase — PCR no Centro Interdepartamental de Biologia Experimental e
Biotecnologia/UNIR, e os testes microbiolégicos na FIOCRUZ-RO. Os pontos de coleta,
coordenadas geograficas, uso e cobertura da terra e tipo de solo estdo listados na Tabela 1. A

determinacéo do tipo de uso da terra foi definida in loco.
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Tabela 1 - Localizacdo dos pontos de coleta, uso da terra e tipo de solo da bacia do rio Séo
Francisco-BSF.

Pontos Latitude Longitude Uso da Tipo de solo
de Coleta terra

BSF 01 64°35°31.6” W | 9°31°48.6 S | Pastagem Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-LVAd
BSF02 64°35°29.6” W 9°32°5” S Floresta Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-LVAd
BSF 03 64°31°8.5"W | 9°25°19.8" S | Pastagem Neossolo Litolico Distrofico-Rybd
BSF04 | 64°31°184” W | 9°25°21.2”S Floresta Neossolo Litolico Distrofico-Rybd

BSF 05 64°28°12.8” W | 9°42° 52 S Floresta Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-LVAd
BSF06 64°28° 13.9”W | 9°42° 8.6 S | Pastagem Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-LVAd
BSF07 | 64°42°27.5”W | 9°26°3.7S | Pastagem Argissolo Vermelho Amarelo Distr6fico PVAd
BSF08 | 64°42°29.7°W | 9°26°11.2”S Floresta Argissolo Vermelho Amarelo Distr6fico PVAd
BSF09 | 64°39°17.9”W | 9°29°18.5 S Floresta Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-LVAd
BSF 10 64°35°22” W | 9°28°28.5” S | Pastagem Neossolo Lit6lico Distrofico-Rybd

Fonte: Adaptado de PLANAFLORO (2001).

Macro e Micronutrientes do solo

Os atributos do solo foram analisados pelo Laboratério de Andlises de Solo da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA/RO) que determinou pH, matéria
organica (MO), fosforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), acidez potencial
(H+Al), Aluminio (Al), capacidade de troca cationica (CTC), saturacdo por aluminio (m),
saturacdo por base (v), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). Os valores de pH
foram realizados em &gua 1:2,5 e a matéria organica por digestdo Umida. O fésforo e o
potassio foram determinados pelo método Mehlich-1 e 0 Ca, Mg e Al trocaveis foram

extraidos com KCI 1 mol L™

Teor de umidade do solo

O teor de umidade do solo foi determinado a partir do protocolo descrito pela
EMBRAPA (1997), que consistiu em pesar 50g de solo Umido e, em seguida secad-lo em
estufa a 105 °C por 24 horas. Apds secagem, a amostra foi novamente pesada para a

realizagdo do calculo de umidade.

Isolamento e identificacdo do Bacillus cereus

O isolamento da bactéria B. cereus seguiu a metodologia descrita pela World
Organization (1985). Segundo Mossel et al. (1967), Raimundo e Robbs (1988), Wong et al.
(1988), Stadhouders (1992), Van Netten e Kramer (1992) e Giffel et al. (1995).

Bioquimica do B. cereus
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Para confirmar as col6nias isoladas com caracteristicas do B. cereus foram realizados

0s seguintes testes bioquimicos: fermentacdo da lactose, glicose, producdo de géas, producao
de H,S, descarboxilacdo de ornitina e arginina, producdo de urease, indol, motilidade e
crescimento rizoide, conforme descritos por RAJKOWSKI e BENNETT (2003) e MURREY
et al. (2008).

Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir do cultivo de células, que foram isoladas do
solo pelo método Fenol Cloroférmio Alcool-isoamilico, seguindo o protocolo descrito por
SAMBROOK et al. (1989). Para a quantificagdo em ng pl™* do DNA extraido das amostras

isoladas utilizou-se o aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer da Termo Scientific.

Identificacé@o de Bacillus cereus a partir de amplificagdo do gene NHE

A identificacdo da presenca e/ou auséncia do gene tripartido NHE nos isolados de
Bacillus cereus foi detectado por Reacdo em Cadeia de Polimerase — PCR utilizando Master
Mix/PCR (Tampao de reacdo 10x (100 mM de Tris-HCI, pH 8,5 e 500 mM KCI, 1,7 mM de
MgCl,, 0,2 mM de dNTPs e 1,5 U de Tag DNA Polimerase), primer 200 nM de cada oligos,
DNA e agua Millig. As condicbes de amplificacdo do gene nheABC foram: ciclo inicial de 10
minutos a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 3 segundos a 96 °C, anelamento de 3 segundos a 58
°C, extensdo de 15 segundos a 68 °C e extensdo final de 10 segundos a 72 °C. Foram
utilizados os  seguintes  primers: nheA  5’GTTAGGATCACAATCACCGC3’,
3’ACGAATGTAATTTGAGTCGCS5’; nheB TTTAGTAGTGGATCTGTACGC,
3 TTAATGTTCGTTAATCCTGS’; nheC S’TGGATTCCAAGATGTAACG3’,
3’ ATTACGACTTCTGCTTGTGCS’, conforme descrito por Guinebretiére et al. (2002).
Apos realizada a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida

5% para visualizacdo dos fragmentos amplificados da regido de interesse.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os atributos quimicos do solo, em diferentes tipologias da bacia do rio S&o Francisco
(BSF) revelaram variacGes em areas de floresta e pastagem. As amostras BSF 01, BSF 02,

BSF 05, BSF 06 e BSF 09 caracterizaram-se como Latossolo Vermelho Amarelo Distréfico-
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LVAd. Segundo Lopes e Guilherme (2004), apesar da alta percentagem de argila, o Latossolo

se comporta quimicamente de modo similar ao solo arenoso por apresentar baixa atividade de
caulinita, sesquidxidos de ferro e aluminio. As amostras BSF 03, BSF 04 e BSF 10 foram
classificadas como Neossolo Litolico Distréfico-RLd, apresentaram baixa intensidade
pedogenética cuja constituicdo tem sua génese em processos mineralogicos.

Os Neossolos Litolicos sdo rasos e ocorrem em area mais elevada, MORATO DE
CARVALHO e RIBEIRO ZUCHI (2009). As amostras BSF 07 e BSF 08 foram
caracterizadas como Argissolo Vermelho Amarelo Distrofico-PVAd que compreendem solos
com minerais ndo hidromorficos e argila de baixa ou alta atividade. Apds andlise laboratorial
de micro e macro nutrientes os dados foram submetidos a estatistica experimental e descritiva
(Tabela 2).

O potencial hidrogenidnico (pH) do solo permaneceu &cido nos dois ecossistemas,
variando de 4,6 a 4,7, resultado peculiar de solos da regido da Amazonica Tropical. Os
grandes teores de acidez em areas de floresta corroboraram com Neill et al. (2006) e Cenciani
(2009) identificaram que a troca cationica K*, Ca* e Mg** desencadeiam o aumento teor do
pH.

A média de saturacdo de aluminio (m) € maior em area de pasto em detrimento da
floresta, e o ferro (Fe) apresenta teor médio superior em pasto quando comparamos com a
floresta. Os Latossolos brasileiros apresentam oxido de ferro bastante comum na Amazonia,
cuja coloracdo é sobretudo avermelhada, por sua vez o fosforo estd presente nos dois
ecossistemas de forma similar, indicando certo equilibrio nos processos de solubilizacdo e
mineralizacdo realizados por bactérias, fungos e actinomicetos, os quais, segundo Silva Filho
e Vidor (2000) ndo sdo potencializados na presenca de ferro, calcio, nitrogénio e carbono.

A média do atributo manganés (Mn) em area de floresta apresentou-se maior quando
comparado com area de pastagem, isso pode estar relacionado a baixa auséncia de bactérias
do género Pedomicrobium, cuja fungdo é realizar oxi-reducdo (MOREIRA 2013). Os demais
atributos, como matéria organica (MO), célcio (Ca) e magnésio (Mg), ndo apresentaram
alteracdes significativas do esperado.

De modo geral, os resultados da mediana demonstraram proximidade entre os dois
ecossistemas no que se refere a uniformidade e a espacializagdo, somente ocorrendo

diferenciacdo nos atributos Fe e Mn — estes observados no momento das anélises. Todos 0s
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elementos quimicos sdo essenciais para 0 meio ambiente, mas as altas concentragcdes podem

afetar a produtividade ecossistémica, afetando a sustentabilidade microecoldgica do solo.

Tabela 2 — Analise fisico-quimicas de micro e macro nutrientes em area de pastagem e
floresta da bacia do rio Sdo Francisco-RO.

Profundidade 0-20 m

Area de
Pastage H+A Zn
m pH MO |P K |Ca Mg |I Al |CTC |M Vv Cu Fe Mn
Agu |gkg [mg
a |* dm™ cmol, dm? - % - mg/ dm’®

Media 45 125 6 01 04 023 77 15 706 702 96 |02 3059 090 0,9

Mediana | 4,8 124 5 01 02 013 77 13 67 |780 7 0,2 4001 3,0 0,9

Desvio 0,0 0,3
Padrédo | 0,3 23 18 |5 04 007 26 06 18 (194 7,7 |03 2332 1473
Varianci 0,4 377, 54404,

a 01 54 35 |00 02 006 67 0 33 |7 59,8 0,09 6 205 0,1
Coefici
ente de
variacao 56, 117, 32,0 40, 102, 34,

% 82 184 311 1 1 8 337 5 259 | 276 805 4 762 1585 5

Profundidade 0-0,20 m

Area de H+A
Floresta |pH |MO |P K |Ca |Mg |lI Al |CTC |M V Cu |Fe Mn Zn
Agu | gkg | mg
a Yl dm® cmol, dm - % - mg/ dm’®

Media |47 337 66 |01 16 049 754 16 123 |494 242 |11 1751 559 1,4

Mediana |42 124 5 0101 013 69 13 97 |670 12 0,7 1399 153 1,4

Desvio 0,0 40,0 26,8 0,5
Padrdo |08 243 46 |2 209 027 32 12 52 |4 9 1,2 1656 63,6
Varianci 589, 10,8 1603 723, 27435,

a 0,7 5 21,3 |0,0 44 0,07 6 16 275 |, 2 16 8 4045,8 0,3
Coefici_
ente de
variacdo

% 72,0 15, 129, 78, 81,0 111, |110, 38,

185 4 699 |13 1 564 43,7 5 426 |5 1 6 94,5 1137 9

Fonte: Os autores.

O desvio padréo dos atributos do solo em areas de pastagem e de floresta apresentou-

se de forma distinta nos dois ecossistemas, indicando uma variabilidade e um comportamento
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singular entre os dois sistemas, principalmente na floresta, cujo desvio padrdo foi maior nos

atributos de saturacdo de aluminio (M), ferro (Fe) e manganés (Mn) quando em comparagédo
com area de pasto, o que indica condi¢cdes favoraveis para a manutencdo das atividades
microbioldgicas na producdo de matéria organica. Na pastagem, o desvio padrdo foi menor
quando comparado com a floresta na saturacdo por base (V) e na matéria organica (MO),
observando-se que o ecossistema ndo recebe aporte nutricional adequado para suprir a
necessidade organica. As condi¢des ambientais do pasto possivelmente estdo contribuindo
para esse baixo valor de VV e MO. Em érea de floresta, em detrimento da pastagem, a média
da MO foi de 33,7% e desvio padrdo 24,3, mostrando uma disperséo significante entre pasto e
floresta, que pode estar associado ao desmatamento, processos erosivos, € ao manejo
inadequado do solo provocando desequilibrio microecoldgico.

Os dados de floresta e de pastagem foram plotados no Software XLStart 2017 para a
Anélise dos Componentes Principais — PCA, considerando os atributos do solo, a tipologia e 0
uso e cobertura da terra. A direcdo dos vetores indicou o aumento dos atributos nos diferentes
ecossistemas estudados. No quadrante superior direito (Figura 2), a distribuicdo dos atributos
Al e H+AI foi de alto teor, mostrando grande acidez do solo de pastagem tipo Latossolo
Vermelho Amarelo Distréfico-LVVAd. Entre os atributos investigados, o ferro apresentou, em
média, maior contribuicdo em area de pastagem em detrimento da floresta. O ferro tem um
papel importante, pois esta associado ao funcionamento das enzimas citocromo, catalase e
succinil desidrogenase. J& o fosforo, cuja representacdo foi comum em ambos o0s
ecossistemas, participa de forma peculiar na sintese de acidos nucleicos e ATP, sendo assim
fundamental para o Bacillus cereus.

O menor teor de matéria organica em solo de pasto pode ser explicado pelo recente
processo de substituicdo da floresta. Os maiores teores de P e Al sdo caracteristicos de
Neossolo por apresentar elevado potencial de acidez. Todas as amostras de solo em area de
floresta e de pasto foram caracterizadas com pH &cido propicio de regido tropical, altamente
intemperizados, cujo principal caréater quimico é a baixa de CTC (CONCEICAO et al. 2005,
JESUS et al. 2009). A contribuicdo do elemento ferro em area de pasto corrobora os dados de
Jesus et al. (2009) como caracteristico de Latossolo. Observou-se, ainda, uma forte correlacéo
dos atributos Zn, Ca, Mg, Mn e Cu em area de floresta em detrimento do pasto.
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Figura 2 - Projecdo de variaveis em plano fatorial
Biplot(axesF1 andF2: 77,66 %)

Floresta LVAd
-

Floresta PVAd
-

F2 (27,63 %)

Pasto LVAd
.‘ v
Pasto Rybd Pasto LVAd

F1 (50,03 %)

® Active variables ® active observations

Fonte: Os autores.

A média de teor de umidade nas amostras em area de pastagens foi de 9,92%, ja nas
amostras de floresta a média de teor de umidade foi de 20,24%. A compactacdo do solo, o
pisoteio do gado e a alta incidéncia da luz solar pode estar deixando o solo com pouca
umidade (Nunes, 2014). A substituicdo da floresta por pasto induz a alteragbes quimicas,
fisicas e bioldgicas no solo, acarretando variacGes de pH e de teores de micro e macro
nutrientes. Os dados obtidos neste trabalho para o teor de umidade de solo confirmam a
influéncia da manutencdo da matéria organica proveniente da decomposicdo de restos de
animais e vegetais.

Ap0s caracterizacdo quimica e fisica do solo, determinou-se a presenca do Bacillus
cereus nas amostras a partir das técnicas classicas da microbiologia e modernas da biologia
molecular. Os esporos de Bacillus cereus podem ser encontrados no solo desenvolvendo-se
em alguns insetos terrestres, como filamentos de Arthromitus (Margulis et al. 1998; Jensen et
al. 2003) e na rizosfera (Halverson et al. 1993; Saile e Koehler 2006).

Das 10 amostras analisadas, 100% foram positivas para a presenca de Bacillus cereus
em solo de floresta e pasto. Investigando o gene tripartido do B. cereus, o gene nheA foi
encontrado em 80% das amostras de pasto e em 60% das amostras de floresta, enquanto o
gene nheB foi encontrado em 40% das amostras de pasto e nenhuma nas de floresta, o gene

nheC foi encontrado em 40% das amostras de floresta e em 20% nas amostras de pasto. Neste
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contexto, o género Bacillus, onde se encontra agrupado, a espécie Bacillus cereus, apresenta

maior correlacdo nas areas de pastagem em detrimento de floresta (MENDES et al. 2015).
Observou-se gque o solo, em condicgdes favoraveis de teor de umidade, matéria organica, pH,
temperatura e nutrientes, constitui-se um reservatorio natural para o Bacillus cereus.

A mesma tipologia de solo pode ndo ser fator determinante para indicar a presen¢a do
Bacillus cereus com relacdo ao gene nheB que foi identificado em area de pasto e ndo houve
ocorréncia nas areas de floresta. A presenca do gene nheB na area de pasto pode ser atribuido
a fatores e condicGes ambientas, assim como pelos processos evolutivos.

Quanto ao nheC, Lindb&ck et al. (2004) afirma que com 0 aumento da concentragao
do componente ocorre o decréscimo da atividade citotoxica que inibe a acdo do nheB, sendo
este 0 componente responsavel pela ligacdo das células alvo, pois estas mudancas podem estar
relacionadas as acGes antropicas no ambiente. Consoante com as pesquisas de Ehling-Schulz
et al. (2006), dentre as estirpes de Bacillus cereus, o gene tripartido que codifica trés proteinas
NHE, denominados nheA, nheB e nheC, codifica enterotoxina ndo hemolitica, a qual constitui
maior evidéncia de producdo de toxinas. O gene, portanto, esta presente em cerca de 100%
dos isolados bacterianos (SOARES 2008).

A regido nheA foi identificada com maior frequéncia em detrimento das regides nheB
e nheC, na area de pasto. Em pesquisa desenvolvida por Hansen et al. (2001), pelo menos
dois dos trés genes do NHE faltavam nas amostras dos Bacillus cereus, enquanto que em
outras cepas faltavam os trés genes. Além da presenca dos trés componentes do gene NHE, o
fator de transcrigéo plIcR, localizado antes do gene nheA, e importante para expressar a toxina.

A caracterizacdo bioguimica dos isolados de Bacillus cereus apresentou-se de forma
variada: apenas uma amostra teve resultado positivo para a producdo de lactose; duas cepas
foram capazes de produzir uréase; dois isolados tiveram resultados negativos para a utilizacdo
de glicose; e cinco isolados foram negativos para motilidade. Foram também negativos para
sulfeto de hidrogénio (H,S), producdo de gas na presenca de carboidratos e atividade de
ornitina (Tabela 3). O Bacillus cereus apresentou colbnias esbranquicadas, ndo fermentadoras
de manitol, com aspecto rugoso e seco, medindo entre trés e seis milimetros de diametro, com
a presenca de halo esbranquicado devido a agédo da lecitinase (Figura. 3). A partir dos testes

bioquimicos os resultados indicaram que a bactéria estd em plena atividade funcional em area

174



s @
“.‘
UFG

GEOAMBIENTE ON-LINE
Revista Eletronica do Curso de Geografia - UFG/REJ

Graduacdo e P6s-Graduacdo em Geografia
htpp://www.revistas.ufg.br/geoambiente

Jatai-GO | n 35 | Set-Dez/2019

de floresta e pasto, qualquer alteragdo ambiental podera causar transformacéo no ecossistema

provocando mudancas nos aspectos fisico-quimico do solo.

Tabela 3 — Testes bioguimicos de isolados bacterianos para selecdo do género Bacillus

AMOSTRA

LAC

GLI

GAS

H,S

ORN

ARG

URE

IND

MOB

CRESC
RIZ.

BSF 01

BSF 02

BSF 03

+ |+ |+

BSF 04

BSF 05

BSF 06

BSF 07

+ 4]+

+ 4|+ |+ |+

BSF 08

BSF 09

+

+

+

+

Legenda: LAC-La

ctose; GLI-Glicose; GAS- Producdo de gas na presenca de carboidrato; H,S-Sulfeto de

hidrogénio; ORN-Ornitina; ARG-Arginina, URE- Ureia; IND- producdo de Indol; MOB-Motilidade; CRESC
RI1Z- Crescimento rizoide.
Fonte: Os autores

Figura 3 - Cultura de Bacillus cereus em meio MYP
— _

Fonte: Os autores

Para verificar a relacdo entre os parametros fisico-quimico do solo e a incidéncia do

Bacillus cereus foi utilizado o método estatistico Boxplot (Figura 4) para demonstrar a

distribuicdo de varidveis fisico-quimicas do solo em éarea de floresta e pasto. O valor da

mediana do potencial hidrogenibnico, teor de matéria organica, teor de umidade, e teor de

fésforo foram considerados significativamente variaveis entre os dois ecossistemas. Nao ha

outlier no conjunto dos dados apresentados indicando que ndo ha discrepancia na

representacdo das informacGes dos parametros quimicos.
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Figura 4 — Representagdo por “box-plot” as variagdes dos parametros avaliados em
ecossistemas de floresta e pasto de amostragem situadas na bacia do rio Sdo Francisco/RO.
Software Action Atat 3.3.2 /2018.
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Fonte: Os autores

A concentracdo mais elevada de fésforo foi encontrada em area de floresta indicando
equilibrio microecologico desempenhado por organismos solubilizadores de fosfatos, os quais
proporcionam melhor crescimento vegetativo e consequentemente a producdo de biomassa.
De modo geral, o pH e o teor de umidade correlacionaram positivamente com a presenca do
Bacillus cereus em éarea de floresta. As variaveis quando em desequilibrio podem causar
alteragBes fisico-quimicas, interferindo no processo de ciclagem dos nutrientes, e
consequentemente na vida de micro-organismos presente no solo.

Na area de pastagem a densidade da matéria organica apresentou valores simétrico em
relacdo a area de floresta, demonstrando baixa quantidade desse elemento. As variaveis pH,
teor de umidade e fosforo foram significativamente diferentes para cada parametro quando
comparados no ambiente de pasto e floresta. A concentracdo do potencial hidrogeniénico em
area de floresta esta representada entre o 1° e 3° quartil demonstrando o agrupamento do teor
de acidez. Segundo Melloni, (2007) o estresse biologico causado pela mudanca de parametros
fisico-quimicos afetam direta ou indiretamente a microbiota do solo.

As distribuicbes das variaveis foram assimétricas nas areas de floresta e pasto com

excecdo do teor de matérias organica que apresentou-se de foram simétrica para a area de
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pastagem. Os resultados corroboram com a hipdtese da influéncia sobre o processo de

desmatamento que desencadeia o fator de viruléncia do Bacillus cereus em area de pasto
comparado com area de floresta, independente do tipo de solo, quanto a presenca do gene
tripartido do Bacillus cereus.

Para tanto as variacbes dos elementos abidticos potencializam estresse ambiental em
decorréncia de atividade antrépica. Segundo Fortes Neto, Fernandes e Jahnel (2007) atividade
microbiana no que se refere a presenca do Bacillus cereus na floresta e no pasto qualifica o
solo, assim como os resultados constatados nesta pesquisa. Os resultados bioquimicos do
Bacillus cereus demonstram que a bactéria estd em plena atividade microbioldgica no
ecossistema abrindo perspectiva para investigacdo de patologia no gado, a exemplo da
mastite. Por fim, a sustentabilidade ambiental pode ser uma alternativa para a manutencédo da

atividade microbiana evitando a proliferacdo de organismos fitopatogénicos.

CONSIDERACOES FINAIS

e As amostras de solo analisadas indicaram a presenca do Bacillus cereus em diferentes
condi¢cdes ambientais como teor de umidade, tipo de solo, matéria organica, pH e
temperatura, proporcionando boas condi¢cdes de desenvolvimento bacteriano. A
presenca do gene NHE, codificante da enterotoxina nao-hemolitica, em amostra de
floresta apresentou, a0 menos, um dos genes, sendo aqueles potencialmente positivos
para o desencadeamento de patogenicidade. Tal assertiva indicou a presenca do
Bacillus cereus em todas as amostras de solo, independente da tipologia e dos
atributos encontrados.

e Conclui-se que a analise molecular do gene NHE, codificante da enterotoxina ndo-
hemolitica foram positivos para area de pasto e floresta, sendo assim, estes isolados
sdo potencialmente patogénico ja que apresentaram ao menos um dos genes que
compdem o gene tripartido NHE, podendo levar patogenicidade quando associado ao
desequilibrio dos pardmetro abidticos. O estresse ocasionado pela perturbacéo
antropica eventualmente potencializara a competicdo por nutrientes do solo, e a

proliferacdo de microrganismos oportunistas.
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