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RESUMO GERAL

CARVALHO, Bruno Oliveira déAplicacdo de técnicas independentes de cultivo na
deteccdo de bactérias de importancia agropecuéaria2015. 76f. Tese (Doutorado em
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Agropecuaria)fritoria de Pesquisa e Pés-Graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Selicp, RJ, 2015.

O conhecimento das informacgbes genéticas bactsri@ma permitido avancos em diversas
areas do conhecimento. Esse conhecimento permiéetale microrganismos, bem como
avaliar a producao de fatores de viruléncia e t&gsiga em determinadas populagdes. Mais
recentemente, o diagndstico molecular pela detedgddragmentos de DNA especificos
desses agentes vem sendo implementado em situagde® cultivo bacteriano ndo € viavel
ou € dificultado por condicbes bidticas ou abi@ica Aléem da deteccdo de agentes
especificos, o conhecimento da diversidade bantepeesente em alguns ambientes pode ser
um importante critério, como, por exemplo, paraliava qualidade do solo. A forma mais
comum de avaliar a diversidade bacteriana se daéatrdo cultivo. Porém, a maior parte das
populacdes bacterianas presentes no solo ndo $waweis, com isso, a utilizacdo de
ferramentas moleculares sdo cada vez mais utibzaesse tipo de analise. O presente estudo
teve como objetivo padronizar a utilizacdo de tEamnindependentes de cultivo para atender
demandas de trés setores da agricultura. O pringgipdtulo padronizou a utilizacdo da
técnica de DGGE (Eletroforese em Gel de GradienesnBturante) para analise da
diversidade bacteriana do leite de tetos mastiteosadios de um mesmo animal. Os
resultados apontaram para diferencas no perfiebano dos dois grupos analisados. O
segundo capitulo avaliou o impacto sobre a mictabiacteriana em solos tratados com
associacoes de cascalho de perfuracéo e tortasum®ma e crambe como adubos agricolas
através da analise de DGGE. A aplicacédo da téaecBGGE foi eficiente na avaliacédo e
confirmou que os tratamentos contribuiram para mestio da diversidade bacteriana nas
amostras de solos estudadas. O terceiro experingeniparou a sensibilidade da técnica de
cultivo, oficial para diagnostico da Cria Putridanéricana (CPA), uma doenca apicola
causada polPaenibacillus larvae,com técnica de independente de cultivo por PCR do
material extraido direto do mel. Este estudo coostque a sensibilidade da técnica proposta
foi superior & obtida pela técnica de cultd®P. larvae Com isso, conclui-se que as técnicas
independentes de cultivo foram Uteis no atendimdasodemandas das questbes dos setores
agricolas contemplados no estudo.

Palavras-chave Mastite. Solos.Paenibacillus larvaeDGGE. Independente de cultivo
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GENERAL ABSTRACT

CARVALHO, Bruno Oliveira deApplication of cultivation independent techniquesm the
detection of agricultural importance bacteria 2015. 76p. Thesis (Doctorate in Science,
Technology and Agricultural Innovation). Pré-Reitorde Pesquisa e Pdés-Graduacéo,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Ssliop, RJ. 2015.

The knowledge of bacterial genetic information baable advances in many areas allowing
detecting microorganisms and evaluating the praduaaif virulence factors and resistance in
certain populationsThis knowledge allows the detection of microorgarss as well as the
evaluation of virulence and resistance factorsdpetion in certain populations.More
recently, molecular diagnosis based on the detecticpecific fragments from these agents
has been implemented in no viable bacterial culbwaenvironments or hampered by biotic
or abiotic conditions. Besides specific agent deta¢ bacterial diversity analysis might be an
important criterion, such as assessing soil qualitytivation has been the most common way
for evaluating bacterial diversity. However, mottoil bacteria are not cultivable; therefore,
the employment of molecular tools has been incngigsiused on this sort of analysis. This
survey aimed standardizing the use of cultivatiothependent techniques for granting three
agriculture sectors demands. The first chapterdstalized the employment of DGGE
technique for analyzing milk bacterial diversitprin mastitis and healthy teats belonging to
the same animal. Results pointed to differencedamwterial profile from both groups. The
second chapter evaluated the impact of the employofedrill cuttings with castor beans and
cramble pies association as agricultural fertiszey DGGE analysis. The application of this
technique was efficient for evaluating treatmeras, well as, confirming the treatments
contribution for increasing bacterial diversitysaoil samples. The third chapter compared the
cultivation technique sensitivity for American FoBtood (AFB) diagnosis, a bee disease
caused byPaenibacillus larvagto cultivation independent technique by PCR. Tdusvey
demonstrated that sensitivity of the technique wasater than that one bk. larvae
cultivation technique. Thus, the present surveychated that cultivation independent
techniques were useful for granting agriculturé@socdemands.

Key-words: Mastitis. Soils.Paenibacillus larvaeDGGE. Independent cultive techniques.
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RESUMEN AMPLIADO

CARVALHO, Bruno Oliveira deAplicacion de técnicas independiente de cultivo ela
deteccion de bacterias de importancia agricola2015. 76p. Tesis (Doctorado en Ciencia
Tecnologia y Innovacion Agropecuaria). Pro-Reitode Pesquisa e PoOs-Graduacao,
Universidade Federal Rural Rio de Janeiro. Sercpe@®J: UFRRJ, 2015.

1. Introduccion

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y #tbaimiento (MAGA), en 2011, la
agroindustria representé mas del 22 % del prodoaito interno (PBI), que es la suma de
toda la riqgueza producida en el pais. Estos datgdan su impacto en la economia nacional.
Por lo tanto, las enfermedades causan dafio a ester $roductivo, afectando directa o
indirectamente a la economia de todo el pais. &stigdio se dividié en tres capitulos que
abarcan temas desde tres diferentes sectoresrikutdria agricola.

El primer capitulo fue dirigida al ganado lecher@s especificamente a la mastitis,
una enfermedad causada principalmente por la iidiedzacteriana y la principal causa de
pérdida de la calidad de la leche y la disminua@énla produccion. El conocimiento de la
etiologia de la mastitis en el hato permite unaata® decisiones mas eficiente y minimizar
las pérdidas.

El segundo capitulo tiene como objetivo evaluaimglacto de la utilizacién de los
residuos procedentes de la industria agroenergéboao abono en la agricultura. Esta
evaluacion se realizara mediante la observaciéta diinamica poblacional de bacterias en
muestras de suelo después del tratamiento. Al gualen el primer capitulo, se utilizara la
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizaD@GE para este analisis. En este modelo
de analisis, las ventajas de las técnicas indepetedi de cultivo son mucho mayor en
comparacion con el cultivo dependiente, dado ehtiede que el 99% de las bacterias
presentes en el suelo no son cultivables. Comoedésa, podemos destacar una posible
sobreestimacion de la diversidad, ya que estosisanalada banda representa un UTO
(Unidad taxonomica operativa), que en la practigaifica que cada banda puede representar
mas de una especie o0 de una especie puede tendemadanda.’

El tercer capitulo de la tesis se presenta la impigacion de la vigilancia de las
esporas d@aenibacillus larvaeen muestras de miel, la metodologia para la détede 16S
fragmentos especificos de DNA ribosomalRidarvaeutilizando material genético extraido
directamente de muestras de miel. El diagndstiebsgguimiento de la presencia de esporas
P.larvae en la miel, comunmente se llevan a cabdiami métodos de cultivo en medios
selectivos para inhibir contaminantes. Sin embaegte tipo de diagndstico no presenta un
grado suficiente de sensibilidad para detectardagmcia de esporas en pequefias cantidades.
La posibilidad de implementar una técnica de egtéacdirectamente de miel representa una
mayor sensibilidad para la deteccion de algunasraspgo que significa un avance que puede
contribuir a un mejor estudio epidemioldgico dalistribucion de esta bacteria en la cadena
productiva de Brasil. Para ello, la técnica estéadghe proporcionar, ademas de la eficiencia
de recuperacion de ADN presente en baja cantiddd gliminacion de las sustancias
presentes en la miel que inhiben la amplificacionRCR
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2. Materiales y Métodos

Para llevar a cabo el primer capitulo, fueron sebe@dos para el experimento 10
animales que mostraron simultdneamente cuartoss samaastitis subclinica diagnosticado
por la CMT. Se recogieron dos muestras, una de¢agiaanos y otros cuartos con mastitis
para cada animal. Las muestras se sometieron aamiddisis dependientes e independientes
de 10 animales. En funcion del analisis de cultias, bacterias aisladas fueron identificados
fenotipicamente y confirmados por la técnica MALDDHF MS. En la andlisis independiente
de cultivo fue sometido a protocolo de extracci@ ADN y el material sometido a
amplificacion por PCR anidada y su producto utilizgara realizar DGGE.

El segundo capitulo se divide en dos experimenit@siBer experimento se evaluo la
asociacion entre la perforacion grava y ricinodes tipos de suelo: Planossolo y Argissolo,
con dos cultivos diferentes: girasol y ricino. Efjgndo experimento se evalud la asociacion
de recortes de perforacion con la “torta” crambelif@rentes concentraciones en Planossolos
cultivadas con girasol. La electroforesis en gelddsnaturalizacion gradiente - DGGE se
utilizé para evaluar los efectos del tratamientbreda diversidad bacteriana. Ademas, se
estudiaron los factores que podrian influir eniteachica de poblaciones bacterianas.

Por ultimo, en el tercer capitulo de la elecciénh medio de cultivo liquido, se
probaron seis medios diferentes con 12 cepas ditsvedeP. larvae La eleccion del
protocolo de extraccion de ADN fue dada por la carapion de los resultados de cuatro
protocolos de extraccion diferentes: perlas deiwidthoque térmico; perlas de vidrio +
PEGS8000 y detergente + sal + calor. La elecciélvsleebadores usados en la amplificacion
se realiza mediante la comparacion de dos pareslalores: 6F AF/ AF 7R 1y Pl / pl 2.

3. Resultados y Discusion

En el andlisis preliminar del primer capitulo, foesible detectar Staphylococcus
aureus en seis de los diez animales. Resultaddsncados por MALDI-TOF MS. En los
otros cuatro animales no fue posible detectar hasteAl observar el gel de DGGE se
confirmé que no habia diferencia en la poblaciobalgerias entre las muestras de los cuartos
mastiticos de muestras de cuartos sanos en conpard&n ocho animales fue posible
detectar la presencia de la unidad taxonomica ojera - Exclusivo Otus de cuartos
mastiticos . En los otros dos animales el perfildas no difirié entre los grupos, adn asi, era
posible detectar un aumento de la intensidad denakybandas en las muestras de cuartos
mastiticos.

El gel producido por DGGE en el primer experimeshébsegundo capitulo mostré un
aumento de la diversidad bacteriana en Planosselosde tipo, independientemente de la
planta cultivada. Ademas, no hubo correlacion §icativa entre el contenido de Mg en el
suelo y el recuento de bacterias mesdéfilas en RGAJ(58) y el numero de UTOs in DGGE
(r = 0,64). Estos resultados muestran que las cranas en el contenido de Mg de las
parcelas siguieron el cambio en la diversidad biacta en las diferentes porciones por ambos
meétodos dependientes y el método independientaltieoc EI segundo experimento mostro
un mayor numero de bandas en el gel de DGGE cuamalgantidad mas grande de “torta”de
crambe y uma concentracion residuos de perfaraegpectivamente 32t.ha-1 y 30t.ha-1, no
se encontraron factores correlacionados en la diadde la poblacion de bacterias en este
experimento.

Los resultados obtenidos en el tercer capitulo, nedios de lo cultivo CBL
modificados tuvieron el mejor rendimiento en eltigol de 12 cepas. La principal
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caracteristica que lo diferencia de los demas aditadn de tioglicolato de sodio, que ofrece
un ambiente anaerdbico propicio para la germinad@tas esporas de P. larvae. El protocolo
seleccionado es lo que se utiliza para la lisisdebergente, sal y temperatura para evaluar la
calidad del ADN extraido y la simplicidad de la odlogia. La técnica de cultivo
independiente propuesto por este trabajo, presgmtmayor grado de sensibilidad que la
técnica oficial dependiente de cultivo. La técnprapuesta por el estudio fue capaz de
detectar las esporas en presencia de miel con sotarh UFC / gP. larvae mientras que la
técnica oficial s6lo fue capaz de detectar la preisedeP. larvae enla muestra con fOUFC

/ g deP. larvae El par de cebadores utilizados en este estuditaf6F AF / AF 7R.

4. Conclusiéns

Este estudio confirmdé que las técnicas de culi®pendientes pueden ser utilizadas
para satisfacer las diversas demandas del secfoolag La técnica de DGGE era adecuada y
eficiente en la evaluacién de las diferencias el#sepoblaciones bacterianas en cuartos
mastiticos y sano de vacas positivas para CMT etaita también ha demostrado ser eficaz
en la evaluacion de la diversidad bacteriana emlasstras de suelo tratadas con residuos de
las industrias agroenergetica. Para detectar ttistipatrones de UTOs en tratamientos
evaluados.

El estudio también demostréo que el uso de la réacen cadena de la polimerasa
(PCR) es muy eficiente para detectar secuenciagedes especificos de agentes de dificil
cultivo, con importancia para el sectores de lécafjura, tales com®aenibacillus larvaesn
la apicultura, puede representar un gran avanad diagnostico y seguimiento ya que tenia
una mayor sensibilidad con el método oficial.

Por lo tanto, consideramos que dentro de la pra@au&BGCTIA, la tesis que aqui se
presenta contribuye a proponer la aplicacion dedwdbdgias innovadoras para satisfacer las
demandas del sector agricola nacional.

Palabras-clave Mastite. SuelosPaenibacillus larvaeDGGE. Independiente de cultivo
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1.INTRODUCAO GERAL

Segundo o Ministério da Agricultura Pecuaria e Adaimento (MAPA), no ano de
2011, o agronegdcio representou mais de 22% daiRrdeterno Bruto (PIB) brasileiro, que
representa a soma de todas as riquezas produziddsis. Esses dados revelam seu impacto
na economia nacional. Desse modo, agravos que rmmadseos a este setor produtivo,
impactam direta ou indiretamente, a economia de fas. Para impulsionar este setor, o
Governo Federal conta com diversas acdes de apojequeno agricultor. Entre eles, o
Programa Mais Alimentos, que oferece linha de twédlo Programa Nacional de
Fortalecimento da Agricultura Familiar (PRONAF)rg@anodernizar as unidades familiares.
Desde 2008, financiou em todo o Brasil a compram@gs de 40 mil tratores, 2,6 mil
caminhdes e 160 colheitadeiras.

No ano de 2012, a agropecuaria brasileira foi déef@elo agravamento da crise de
econdmica mundial, sobretudo a economia europé@noCreflexo da desaceleracéo
econdmica global, houve diminuicdo do volume deoeggdo de diversos produtos da
agricultura nacional. Além dos fatores macroecogémiresponsaveis pelas dificuldades
enfrentadas pelo setor, alguns periodos de estiggspecialmente no segundo e terceiro
trimestres) em parte dos municipios dos EstaddRiddGrande do Sul, de Mato Grosso do
Sul, do Parana, de Minas Gerais e do Ceara, tanth@nam impacto negativo sobre a
producao.

Dentro deste contexto, além dos fatores econdméambientais mencionados,
agravos a sanidade animal e vegetal, bem como dasithel residuos produtivos sdo aspectos
da cadeia produtiva agricola que requerem atemg@napenas do setor produtivo, mas dos
envolvidos em ciéncia e producdo de conhecimentpreé®ente trabalho objetiva avaliar a
viabilidade da aplicacdo de metodologias indepeedarte cultivo para anélise da microbiota
relacionada a agravos sanitarios ou impacto anddient trés distintos setores produtivos, a
saber, producéo leiteira, indUstria agroenergétiapicola.

O primeiro capitulo esta direcionado a bovinocaltde leite, mais especificamente a
mastite, principal problema enfrentado pela atidedlaNa pecuaria leiteira, o emprego da
tecnologia, em especial, a ado¢cdo de Boas Prat@asdenha, é traduzido em melhoria na
qualidade do leite. A utilizacdo de Boas Préaticagove a implementagdo, manutencao e
difusdo de medidas de controle no manejo durarded@enha com objetivo de melhorar a
qualidade do leite e impedir o aparecimento de ¢lemo rebanho. A principal causa de
perda de qualidade do leite e diminuicdo da pronlgé® os altos indices de mastite, doenca
causada principalmente por infec¢bes bacteriana®nBecimento da etiologia da mastite no
plantel viabiliza uma tomada de decisdo mais efteie@ minimiza os prejuizos decorrentes.

O diagnéstico das mastites bacterianas se da,igminente, através de cultivo em
meios especificos e posterior identificacdo. Edsatificacdo pode ser através da andlise de
suas caracteristicas metabolicas por testes fegudipu da deteccdo de genes especificos por
PCR. Os grupos bacterianos envolvidos na mastite ds@ersos, o que dificulta seu
diagnéstico, pois cada bactéria apresenta umatedsdiica e exigéncia para seu cultivo. A
pesquisa de todas as bactérias, até hoje, relatadas causadoras de mastite por técnica
dependente de cultivo seria completamente invi@oglnomicamente, pois 0s meios de
cultura sdo caros pela sua complexidade, e muétaschs se mostram demoradas e pouco
sensiveis.

A implementacdo de técnica independente de culjive mostre a diversidade de
bactérias presentes no leite oriundos de tetositmastcomparada a diversidade no leite de
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tetos sadios evidencia possiveis agentes causadutegendentemente de suas exigéncias de
cultivo. Com base nessas informagfes € possivarttan real panorama dessa enfermidade,
sendo o objetivo do presente estudo criar ferramsepara futuras analises. Essa avaliacdo
seré realizada com a utilizacdo de DGGE.

O segundo capitulo objetiva avaliar o impacto dézatdo de residuos da industria
agroenergética como fertilizante na agriculturesaEavaliagcdo se dard pela observacao da
dindmica populacional bacteriana em amostras de &obs tratamento. Assim como no
primeiro capitulo, sera utilizado o DGGE para egsdlise. Nesse modelo de andlise, as
vantagens da técnica independente de cultivo séibo nsuperiores comparadas as da
dependente de cultivo, dado ao fato de que 99%bdererias presentes no solo ndo sao
cultivaveis. Como desvantagem, pode-se destacar possivel superestimacdo da
diversidade ja que nessas analises cada bandaeef@maima UTO (Unidade Taxondmica
Operacional), 0 que na pratica significa que cadala pode representar mais de uma espécie
Ou gue uma espécie pode apresentar mais de uma. band

O terceiro capitulo da tese apresenta a implem&mtdg monitoramento dos esporos
de Paenibacillus larvaeem amostras de mel, por metodologia de deteccdmgimentos do
DNA ribossomal 16S especifico d& larvae utilizando como molde material genético
extraido diretamente das amostras de méis. O diignée monitoramento da presenca de
esporos dé.larvaeem meéis, comumente, sao realizados atraveés dedosette cultivo em
meios seletivos para inibicdo de contaminantes.aViadesse tipo de diagndstico néo
apresenta um grau de sensibilidade suficiente ghetiectar a presenca de esporos em pouca
quantidade. A possibilidade de implementacdo de téumica de extracdo diretamente do
mel, que apresente uma sensibilidade maior paracght de poucos esporos tambéem
representarda um avanco que podera contribuir commethor estudo epidemiolégico da
distribuicdo dessa bactéria na cadeia produtiv@olgpino Brasil. Para isso, a técnica
padronizada deve apresentar, além da eficiéncr@cugperacdo de DNA presente em pouca
quantidade, a eliminacdo de substancias preseatesehque impedem a amplificacao por
PCR para identificacdo genaotipica.

Técnicas de diagndstico independentes de cultivon \&&ndo empregadas na
apicultura, como analise metagendmica para o cambato da microbiota em colméias que
sofriam da sindrome do colapso das colméias (CORIER et al., 2007). Essa doenca foi
relatada pela primeira vez em 2006 e na época wmlesa era responsavel por um alto
percentual de perdas de colméias nos Estados UNRISENGELSDORP et al., 2007).A
vantagem desse estudo se deve ao fato de revetanticrobiota das amostras analisadas e
nao sO de bactérias. Além disso, também abrang®-miganismos desconhecidos, pois nédo
depende de prévia amplificacdo de genes conhecidos,isso esse estudo contribui para
futuros estudos baseados na deteccdo de genesopeisoi biblioteca gendmica do sistema
analisado por ela. A principal desvantagem dessaci se deve ao alto custo, pois necessita
do sequenciamento de muitos fragmentos do DNA.

Varias técnicas tém sido usadas no estudo da wiades microbiana em diversas
matrizes como DNA polimorfico amplificado aleatonente Random Amplified
Polymorphic DNA- RAPD) (FRANKLIN et al. 1999)Microarrays (Chip) (DESANTIS et
al.,2007 e 2009; ZHANG et al., 2007) , polimorfisrde restricdo de comprimento de
fragmentos — RFLPAmMplified Ribosomal DNA Restriction AnalysedRDRA) LAGUERRE,
et al.,, 1994; MASSOL-DEYA et al.,, 1995; MOYER et,al994; KIRK et al., 2004 ),
polimorfismo de restricdo de comprimento de fragm&mrom marcacao terminalgrminal
Restriction Fragment Length Polymorphism T-RFLP) (THIES, 2007; FIERER &
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JACKSON, 2006), polimorfismo de comprimento de PC&ngth HeterogeneityPolymerase
Chain Reaction-LH-PCR) (Mills et al., 2007; Ritchie et al. 2000)analise do espaco
intergénico ribossomal automatizadaufomated Ribosomal intergenic spacer analysis
ARISA) (KIRK et al, 2004; MAGGI & BREITSCHWERDT, 21b; FISHER & TRIPLETT,
1999; NAGPAL et al, 1998; JENSEN et al., 1993),ipokfismo de conformacédo de DNA
fita Unica Gingle strand conformation polymorphismSSCP),Denaturing-Gradient Gel
Electrophoresi{DGGE) eTemperature-Gradient Gel Electrophore$isGGE). A escolha da
técnica deve levar em consideracdo o objetivo guBusca e a viabilidade de execucgéo. O
presente estudo utilizou a técnica de DGGE porrsiaiva simplicidade de execucéo e
andlise de dados.

Na técnica de DGGE, pequenos produtos de PCR (der280-700 pb) s&o separados
num gel de acrilamida com crescente gradiente tesmie (MUYZER et al., 1993;
MUYZER & SMALLA, 1998). Um dos iniciadores carregan grampo artificial de cerca de
40 pb(50-GCMYERS et al., 1985). Fragmentos analisados por DG&& geralmente do
mesmo comprimento (ndo podendo assim haver difagiw em géis sem desnaturante
sejam de agarose ou de acrilamida),utilizando uadignte quimico de desnaturacdo. A
direcdo da eletroforese € perpendicular ao gragligl®t desnaturacdo. Inicialmente, o0s
produtos sé&o separados de acordo com peso moleat&aminado principalmente pelo teor
de GC. A medida que os produtos da PCR progrideavés do gel sdo submetidos a
condi¢cdes de desnaturagdo cada vez maioresatésgpai@acao parcial da dupla fita de DNA
ocorra. O comportamento de separacdo dependepaimeante do comprimento do produto,
do seu conteudo de GC e da sequéncia de nuclenti@lam atingir separacdo total da fita,
quanto maior for aestabilidade intrinseca, maisefaleve ser a condicdo desnaturante. A
forma fisica das moléculas afeta diretamente arsadlidade durante a eletroforese. O DNA
parcialmente desnaturado migra mais lentamenteesherng comparacdo com a conformacéo
nativa. Eventualmente separacdo ocorre em toda ddmm excecdo de um grampo-GC
(MYERS et al., 1985). Este grampo apresenta um miuito elevado no ponto de separagéo,
com isso mantém os fios juntos levando a uma miaéem forma de “borboleta”, cuja
migracdo no gel é fortemente retardada em comparegd as moléculas ndo separadas.
Como descrito acima, a separacédo das cadeias poderseguida utilizando a desnaturacao
guimica por formamida (variando de0-40%) e urea@ié@ndo 0-7 M) em caso de DGGE, ou
utilizando um gradiente térmico apropriado no cdsoTGGE.Os gradientes podem sofrer
alteracdes de acordo com a amostra (OGIER et @02)2 Estes métodos apresentam
potencial de detectar diferencas no comportameatgedaracdo em pequenos fragmentos de
DNA gue apresentem no minimo uma substituicdo era base. A presenca do grampo de
GC ligado a extremidade 5" de um dos iniciadore®@&, normalmente tende a diminuir a
eficiéncia de amplificacdo, a qual € observada coama diminuicdo no rendimento dos
produtos. Também tende a aumentar o risco de fé@wndeheteroduplexnas etapas de
anelamento (FERRIS & WARD, 1997; LEE et al., 1988JANO & KIDD, 1992). Baixa
eficiéncia de amplificacdo torna-se um problema e@bgoins modelos ambientais que ja séo
dificeis para amplificar por causa da presencailist&ncias inibidoras. Se os pontos de fusdo
dos produtos séo suficientemente elevados, serampgr GC, o grampo ndo seria essencial.
Isso explica por que bons perfis tém sido obserwadm o uso do grampo GC. Todavia, deve
haver a certeza que esses produtos possuam umandeiroonteido GC e que 0s geéis nao
sejam executados ao ponto em que a separacao tangueproduto seja alcancada.
Determinados produtos que apresentam um pontgpdessfio, apresentam uma desnaturacao
parcial ao fim da eletroforese. Essa separacdoapaororrida em partes separadas do
produto e ndo continuamente como um ziper, ja perenseparacdo bem sucedida de uma
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amostra complexa. As vantagens destes métodos aHia acessibilidade para laboratorios

comuns e a relativa facilidade na interpretacaoréssitados. Também, bandas individuais de
interesse podem ser recuperadas a partir do gstermsmente sequenciadas. Clonagem de
bandas excisadas resulta em sequéncias mais licopgsarado ao sequenciamento direto,
mas é significativamente mais trabalhoso. O tamaldsoprodutos gerados nas técnicas de
DGGE pode ser prejudicial a andlise das sequérjaéiagie o sequenciamento de fragmentos
entre 300-400 bp pode nao conter informacdes sufies para uma classificacdo taxonémica
precisa(OVREAS, 2000).

A analise semi-quantitativa s0 € possivel atravésdeterminacdo complexa das
intensidades de sinal de todas as bandas. Algummtaidoes podem ser superadas por
trabalhar com produtos de PCR marcados por fluénesg. A utilizacdo da fluorescéncia
pode melhorar significativamente a sensibilidaddetaccéao.

Desse modo, os objetivos do estudo foram implemers metodologias
independentes de cultivo, em especial, a utilizag@cEletroforese em Gel de Gradiente
Desnaturante (DGGE) para caracterizar a diversidadebiana em ambientes de producéao
leiteira e em solos tratados com residuos da induagroenergética; bem como, detectar
Paenibacillus larvagor amplificacdo em cadeia de polimerase (PCR).



2. CAPITULO |

PADRONIZACAO DE TECNICA INDEPENDENTE DE CULTIVO EM
AMOSTRAS DE LEITE BOVINO PARA AVALIACAO DA
MICROBIOTA BACTERIANA RELACIONADA A MASTITE



2.1 RESUMO

A mastite € uma inflamacdo das glandulas mamarmaernmo ser causada por diversos
fatores, sendo o principal bacteriano. A identf@a do agente etiolégico é a forma mais
adequada para o diagnostico da mastite, pois emseec@mento auxilia na escolha da
terapéutica a ser utilizada. O principal métoddizatio pra a descoberta da etiologia da
mastite se da pelo cultivo microbiano em placasstepior identificacdo. Algumas bactérias
relacionadas como agentes causadoras de mastite@odoultivaveis com facilidade em
meios convencionais, dificultando assim seu diatigwpor essa metodologia. Outra questao
que deve ser levada em consideragdo na utilizagsgadécnica se deve ao fato de que muitas
bactérias relacionadas com a mastite também s&deoadas comensais, dificultando o
diagndstico preciso. Técnicas moleculares tém uiitiaadas para caracterizar de forma mais
especifica os isolados oriundos da mastite bovisando um melhor entendimento da
enfermidade. O objetivo do presente estudo foiiaval diferenca entre a populacdo de
bactérias de tetos mastiticos e sadios de um masimal através da técnica de Eletroforese
em Gel de Gradiente Desnaturante - DGGE. Forantieallos para o experimento 10
animais que apresentaram simultaneamente tetosavadside com mastite subclinica
diagnosticada pelo CMT. Foram coletadas duas aaspstma de tetos sadios e outra de tetos
com mastite para cada animal. Na andlise prelimifar possivel a deteccdo de
Staphylococcus auretem seis dos dez animais. Resultados confirmadosM&LDI-TOF

MS. Nos outros quatro animais nao foi possiveltea@o de bactérias. Pela observagcdo do
gel do DGGE foi possivel confirmar que havia dife@ na populacdo de bactérias entre as
amostras provenientes de tetos mastiticos commaalamostras de tetos sadios. Em oito
animais foi possivel detectar presenca de Unidaaeorfomicas Operacionais - UTOs
exclusivos dos tetos mastiticos. Nos outros dois@s o perfil de bandas ndo diferenciou
entre 0s grupos, ainda assim, foi possivel detectamaumento da intensidade de algumas
bandas nas amostras oriundas de tetos mastitiposs@nte estudo concluiu que a técnica de
DGGE se mostrou eficiente para apontar a diferemiee a populacdo oriunda do leite de
tetos mastiticos e tetos sadios do mesmo animal.

Palavras-chave Mastite. DGGE. Técnica independente de cultivo.



2.2 ABSTRACT

Mastitis is an inflammation of the mammary glandssed by several factors, bacterial being
the main one, andStaphylococcus spghe most important genus. Although California
Mastitis Test (CMT) and Somatic Cell Count (SC@ @re main mastitis diagnosis tests, they
do not point out the causative agent, nor treatnassistance. The identification of the
etiologic agent has been the most appropriate waynfastitis diagnosis, supporting for
selecting therapeutic. The primary method empldgednastitis etiologic detection is based
on microbial cultivation on plates with subsequétgntification by biochemical tests and
morphological traits. Some bacteria associated #&stis are not easily cultivated thus
hampering its diagnosis by this methodology. It traesalso taken into account the fact that
many bacteria related to mastitis are also consttlas commensal frustrating an appropriate
diagnosis. Molecular Biology techniqgues have beenpleyed for more specifically
characterizing the strains from bovine mastitisiagna better disease understanding. The
present study aimed to evaluate the difference dmtwbacterial populations considering
mastitis and wealthy teats from the same cow uBgaturing Gradient Gel Electrophoresis
(DGGE). Ten animals simultaneously presenting hgaiéats and subclinical mastitis teats
diagnosed by CMT were selected for the experinfemt.each animal, two samples, one from
healthy teats and one from mastitis teats wer@ectatl. From ten animals used, six presented
Staphylococcus aureusonfirmed by MADITOF MS, the others four ones prasd no
bacteria. DGGE demonstrated difference on bacteopulation between mastitis teats
samples compared to healthy teats ones. Eight épnasented unique OTU from mastitis
teats. In regarding to the other two animals, bapdsile did not differ between groups, even
so, from mastitis teats samples an increased ityeos some bands was detected . The
present study could conclude DGGE as an approptetbnique for pointing out the
difference between population from mastitis tealk and healthy teats, as well.

Keywords: Mastitis. DGGE. Independent cultive technique.



2.3 INTRODUCAO

Em 2011, o Brasil ocupou a sexta posicdo mundiapnoalucdo de leite, atras da
Unido Europeia, india, Estados Unidos, China e RU$BGE, 2011). A quantidade de
vacas em lactacdo no Brasil, porém, foi propordioeate maior e alcancou a terceira
posicdo, atras da india e da Unido Europeia, dexidwnor produtividade de leite do nosso
rebanho. Na eficiéncia do rebanho leiteiro, a ptigdlade brasileira (1.471 litros/vaca/ano)
(IBGE, 2013) é, em muito, superada pelas obtidddmao Europeia (5.978 litros/vaca/ano),
nos Estados Unidos (5.710 litros/vaca/ano), na £Mnl66 litros/vaca/ano) e, inclusive, na
india (1.973 litros/vaca/ano). Ressalta-se, no rdéataque esta produtividade € bastante
variavel em nivel nacional, desde 309 litros/vawa/&m Roraima, a 2.536 litros/vaca/ano no
Rio Grande do Sul (IBGE, 2011).

As principais razdes para essa baixa produtividadeem a utilizacdo de animais
sem aptiddo para producgdo de leite ou com potegeradtico inapropriado; manejo alimentar,
reprodutivo e sanitario inadequados; baixo niwelimstrucdo dos produtores (57% dos
produtores tem pouca instrucdo), o que dificaltatilizacdo adequada das tecnologias
disponiveis; e falta de assisténcia técnica, denando como exemplo, a zona da mata
mineira, uma das maiores bacias leiteiras do jpaide 73% dos produtores informam que
nao recebem assisténcia técnica (IBGE, 2006).

Entre os fatores que ocasionam prejuizo diretoneelacdo na produtividade, figura a
mastite, doenca inflamatoria de etiologia multifetioque interfere na producdo de células
somaticas e nas caracteristicas fisico-quimicdsitiy o que acarreta reducédo de qualidade.
Dados do Laboratorio de Qualidade do Leite da Ep#hreesponsavel pela analise mensal de
amostras de aproximadamente 20 mil rebanhos, rewag@ se a Instrugdo Normativa (IN) 51
nao fosse revogada, poucos rebanhos estariam dorroatade com a legislacdo a partir de
primeiro de janeiro de 2012. A substituicdo daSiNpela IN 62, que entrou em vigor em
1°de janeiro de 2012, veio com o objetivo de auarepd prazos e limites de Contagem Total
Bacteriana (CTB) e Contagem de Células Somatic&S]Cpara permitir a adequacdo dos
produtores de leite. Aproximadamente 95% das asalaboratoriais para CTB estdo acima
de 100 mil/mL e 45% delas ficam acima de 400 mil/jpdta CCS (VILELA, 2012), bem
acima dos valores estabelecidos pela IN51.

Segundo Vilela (2012), para que o leite naciondemita os padrdes exigidos pela
IN62 no prazo estipulado, algumas medidas devenadmadas, como: Criar no ambito da
Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA/MAPA), uroghama Nacional de Controle e
Prevencdo da Mastite, elaborado por um grupo dealtra envolvendo instituicbes de
pesquisa e ensino, empresas de lacteos, servigodatesdo e demais participantes da cadeia
do leite.

Desse modo, a Embrapa, em parceria com outros Sdgsenvolveu um projeto para
atendimento das demandas identificadas abordarnskgasmtes metas:

. Garantir investimentos em infraestrutura de enezlgitiica e estradas;

. Oferecer condi¢Bes basicas e prioritarias paraayleite, produzido com a
qualidade higiénico-sanitaria desejada, seja mantdrante o transporte para a
industria, e dentro da mesma,;

. Propor programas de qualificacdo e capacitacadédoscos da extensdo rural
e autbnomos que atendem os produtores de leite;



. Propor programas de capacitacao para os prodwdrasisportadores de leite
com foco em educacédo sanitaria e qualidade dq leite

. Incentivar as empresas de lacteos a adotar progrdmagagamento de leite
baseado em indicadores de qualidade pode ser umarigipais estratégias para
melhoria da qualidade do leite;

. Melhorar 0 acesso ao crédito para financiamenjoraducéo de leite;

. Realizar acdes para sensibilizar o consumidor gitancia da qualidade do
leite.

Dentro da questédo da qualidade do leite, em todadmuestudos sdo desenvolvidos
na busca pela adocado de medidas eficazes paratroleotia mastite. Como por exemplo,
adocdo de medidas profilaticas de vacinacao, eigdio das infeccdes em curso com uso de
antibioticos ou estimulagdo do sistema imunitadomdmuno moduladores ndo especificos.
No entanto, tais medidas apresentam pouca, ou menheficacia, e ainda podem
comprometer o produto final (OSMAN, 2010). O usoamimicrobianos além de possivel
liberacdo de residuos no leite, inviabilizandodémade induzir a resisténcia em bactérias
(PEXARA, 2013).

A implementacdo de Boas Praticas de ordenha vesgeprr a introducdo de agentes
causadores de mastite ou reduzir a disseminacdom@ssnos. No entanto, antes de se
implementar um programa de boas praticas de ordelgve-se considerar 0s recursos que
cada propriedade dispGe, atentando principalmearie gapacitacdo da mao de obra para que
plano de controle ocorra sem falhas (FONSECA & S®IST 2000).

Outro cuidado importante na tentativa de contrale cdasos de mastite no rebanho,
que resulta no bom funcionamento do processo denbe] esta relacionado ao manejo dos
animais (GONZALEZ-SEDANO, 2010; SEPULVEDA-VARAS, 28), como a conduc&o
dos animais para linha de ordenha de forma calordenada, buscando evitar o estresse dos
animais e aumenta do peristaltismo gerando defeaagdinha de ordenha, além de retencdo
do leite, o que favorece a multiplicacdo de micaargmos no interior da glandula mamaéaria e
reducdo da producdo (FONSECA e SANTOS, 2000; HACHERIO5). Além disso, é
importante que apds a ordenha os animais permangggré para se evitar a penetracao de
bactérias pelo canal da teta, que permanece abertam periodo variavel entre 30 e 120
minutos. Desse modo, deve-se evitar fornecer ategén aos animais durante a ordenha, e
sim o fornecimento de racéo no cocho na saidaaid tie ordenha (FONSECA & SANTOS,
2000; HACHEM, 2005). Adicionalmente, deve-se dieteas vacas infectadas e promover
medidas de isolamento ou restricdo (OSMAN, 2010).

O CMT (California Mastitis Tegté considerado um eficiente método de diagndstico
da mastite no rebanho (FOSGATE, 2012). Este ¢ sta tadireto que mede a quantidade de
acido desoxirribonucleico (DNA), proveniente deutd# nucleadas no leite. E 0 método mais
comum utilizado na deteccdo de mastites subclimoagbanho leiteiro. O reagente do CMT
€ um detergente com indicador de pH que, quandturado ao leite em partes iguais,
dissolve as paredes celulares e nucleares dosclag@resentes, liberando o material
nuclear. O DNA livre forma uma massa gelatinosa cuenenta de consisténcia
proporcionalmente com o numero de leucdcitos pteseno leite (MELLENBERGER,
2001). Outro método mais simples de diagnosticodé aso da caneca de fundo preto, que
permite a observacéo de anormalidades no leite MEMNETS, 2003).

Todavia, por se tratar de diagndstico indireto,oaitfjvidade, ndo necessariamente,
indica mastite infecciosa. Pois, em muitos casastigos para a mastite, pelo método de



CMT, ndo ha presenca de agente infeccioso em tdsfmsndentes de cultivo (RIBEIRO,
2003).

Embora, como anteriormente citado, a etiologia datite seja bastante diversificada,
podendo ser bacteriana, viral, fingica, e até magmmica, a maioria dos casos € de origem
bacteriana. Varias bactérias sao incriminadas assscde mastite em gado de leite. No Brasil
as principais bactérias envolvidas sdo do gér&ephylococcuspp. sendo a principal
espécieS. aureus(OLIVEIRA et al., 2014). Além d&. aureusalgumas espécies coagulase
negativa, sdo, também, isoladas de amostras deitanagimo agentes causadores
(RADOSTITS et al., 2010). Coliformes também sdonéege de mastite, sendescherichia
coli e Klebsiela pneumoniaeas principais espécies desse grupo (HOGAN, 2003).
Streptococcus agalactiaga tem sido associada em vacas leiteira com readiitica em
diversos continentes como na Africa (PETZER et aPQ09), na Oceania
(LEELAHAPONGSATHON et al., 2014) e paises da Amaricatina (RAMIREZ et al.,
2014; PANTOJA, 2014).

Embora raro no BrasiMycoplasma bovipode estar envolvido em casos de mastite
bovina (PUNYAPORNWITHAYA et al., 2010; PUNYAPORNWHAYA et al.,, 2011;
GONZALEZ & WILSON, 2003). O cultivo deMycoplasma bovi$¢ muito complexo e
demorado, variando de 7-10 dias (HOGAN, 1999), d¢sso, sua avaliacdo raramente é
realizada em casos de mastite.

Na rotina do diagndstico bacteriologico da masétepmum a aplicacdo de métodos
dependentes de cultivo associados a identificag@otipica.Todavia, essa abordagem néo se
mostra tdo eficiente na deteccdo de espécies magenées quanto aos parametros
nutricionais e que necessitam de maior tempo devguPara esses agentes, a aplicacao de
técnicas de extracdo do DNA total diretamente das&a e posterior amplificacdo com
primers especificos pode representar um avan¢co na deteog&obiana e consequente
controle DIBBERN et al., 201p

O advento das técnicas moleculares permitiu comheseperfis genéticos destes
agentes e cruzar tais informacdes para analisévdesidiade dos clones circulantes na regiao
estudada, fator essencial para o desenvolvimemtopaado de programas de prevencéo e de
terapias bem sucedidas (GIANNEECHINI et al., 2082RQUES et al., 2013

A técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente Dasmate - DGGE, inicialmente foi
proposta com objetivo de detectar mutacdes ponteiisdeterminados genes (FODDE
&LOSEKOOT, 1994). Atualmente essa técnica tem sitopregada em avaliagcbes do
impacto de algum tratamento na diversidade micr@bidéla pecuaria leiteira, essa técnica ja
foi usada para caracterizar a populacdo de bastdtia colonizam a superficie do teto de
vacas leiteiras (BRAEM et al.,2012) assim como alate bactérias que apresentam
dificuldades no cultivo para diagndstico de magtiteclinica (KUANG et al., 2009).

Assim, esse estudo tem como padronizar a técrec®@GE para a analise da
diversidade microbiana do leite.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Amostragem

A comparagdo entre a metodologia tradicional déamsento e identificacdo e a
metodologia proposta de analise da diversidadeoli@na por DGGE foi realizada em 20
amostras de leite bovino obtidas de 10 vacas, prentes de fazendas da regidao Sul-
Fluminense. Para fins do presente estudo, foraatiseldas amostras provenientes de vacas
gue apresentaram heterogeneidade de resultadoosnipgatro tetos no teste de mastite. Em
cada propriedade, antes da ordenha, realizou-€alidornia Mastitis Test(CMT) para
diagnostico de mastite subclinica (MENDONCA, 20189.coletas do leite foram realizadas
no periodo matutino, e realizadas por meio de draenanual e individual segundo Fonseca
& Santos (2000). As amostras foram obtidas dengrecahdicbes de assepsia e antissepsia e
encaminhadas para analise no Laboratorio de Baldgia Veterinaria (LABAC-VET) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

2.4.2 Andlise da microbiota bacteriana por metodolgia dependente de cultivo

a) Isolamento bacteriano e identificacao fenotipica

As amostras foram submetidas a rotina preconizad2ABAC-VET que consistiu na
incubacdo das amostras por 6h a 37°C e isolamem@nn em agar Sangue (agar base
HiMedia®com 5% sangue de carneiro), as placas fanaobadas a 37°C por 24 horas. Apos
a identificagdo presuntiva das colbnias, as medoram submetidas a coloracdo de Gram,
para confirmacdo de suas caracteristicas morfo&go De acordo com as caracteristicas
encontradas os isolados foram processados paraomieiéntificacdo fenotipica segundo
protocolos estabelecidos na literatura (KONEMAINIgt2008).

b) Identificagcdo por MALDI-TOF MS

Para a confirmacéo da identificacéo fenotipicasolsdos foram submetidos a técnica
de MALDI-TOF MS. Os espectros de cada amostra fogarados em um espectrometro de
massa (MALDI-TOF LT MicroflexBruker, Bruker) equiga com laser de 337 nm de
nitrogénio no modo linear controlado pelo prografexControl 3.3 (Bruker).

Os espectros foram coletados na faixa de massas @m00-20.000 m/s, e
posteriormente analisados pelo programa MALDI Biety 2.0 (Bruker), com as
configuracdes padronizadas para identificacdo bante Neste trabalho, considera-se como
uma identificacdo aceitdvel aquelas que apresentaadores iguais ou superiores a dois de
uma escala de confianca que vai de zero a trés.

2.4.3 Andlise da microbiota bacteriana por metodolgia independente de cultivo
a) Extracdo do DNA bacteriano diretamente de amosés de leite

Para extracdo do DNA total, foi utilizado protaralddaptado por Tito e colaboradores
(2015) para extragdo de DNA total de bactérias grasitivas e gram negativas. Um mililitro
de cada amostra de leite foi centrifugado por Butos a 123§. As células foram
ressuspendidas em 600 pL de solugcdo de extrac&bi(Ir200 mM pH 8,0; EDTA 25 mM
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pH 8,0; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadas em vorterds incubadas a 65°C por 30 min.
Em seguida os tubos foram resfriados a temperatonaiente,foi adicionado 600 pL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), sedo de uma homogeneizacdo por 2 min e
centrifugacdo a 1454¢%or 10 min. A fase superior foi transferida para mowo microtubo
(aproximadamente 400 pL) e adicionado 2 volumestdaol 100 % gelado, seguido de
incubacdo a 20 °C por 2 ou 12 horas para a pracgot do DNA. Posteriormente, 0s
microtubos foram centrifugados a 14§4%r 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado com etanol 70% (aproximadaees@0 pL). Depois de seco a
temperatura ambiente, os sedimentos foram resaligpsnem 30 pL de agua ultrapura e
armazenados a -20 °C.

b) Reacao de polimerase em cadeia — PCR da regi&@sSldo rDNA de bactérias

Para aumentar a sensibilidade, e para facilitandise dos fragmentos do mesmo
tamanho, a técnica de nested-PCR foi utilizadapiNaeira reacdo de PCR, foram utilizados
1 U de Tag DNA polimerase (Fermentas), tampao dedee 1X, 200 uM de cada dNTP, 3,0
mM MgCl, e 0,5 uM dogrimers 27f (SUZUKI E GIOVANNONI, 1996) e 1512r (KANE
et al., 1993). As amplificacdes foram conduzidagiedo os seguintes parametros: 5 min de
desnaturacao inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °Cgfos, 68 °C por 60 s, 72 °C por 60 s,
seguida de uma elongacéo final a 72 °C por 10 @immco microlitros dos produtos de PCR
foram separados em eletroforese em gel de 1,5 &ga®se acrescido de SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen), e o gel foi visualizado dak UV 254 nm. Os produtos da primeira
reacao foram utilizados como molde para a seguraitzio de PCR utilizando pamersque
amplificam a regido V3 do rDNA 16S, GC-338f e 5p8mers (OVREAS et al., 1997). As
amplificacbes foram conduzidas segundo os segupdemetros: 5 min de desnaturacao
inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 60 s, 558C 60 s, 72 °C por 60 s, seguida de uma
elongacéao final a 72 °C por 5 min.

c) Eletroforese em Gel de Gradiente DesnaturanteBGGE

Os produtos da segunda reacdo de PCR foram awali@doum gel de 8% de
poliacrilamida e gradiente de concentracdo entBé 4070% definido a partir da mistura de
solucdes de uréia e formamida deionizada. A eletest foi realizada a 70 V e 60°C, por 18
horas, em um equipamento DcodeTM “Universal Mutati®etection System” (BIO-Rad,
Richmond, EUA). Os géis foram fotografados e aggena foram analisadas com o software
Bionumerics (AppliedMaths, Saint-Martens-Latem).
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Andlise da microbiota bacteriana por metodolgia dependente de cultivo

Foi possivel o isolamento bacteriano em seis damridkstras analisadas neste estudo
(Tabela 1). A espéciStaphylococcus aureusi a Unica detectada através do protocolo de
isolamento e identificacao utilizado. Cabe ressajtze este protocolo é padronizado para
analises deste tipo de amostBLAGITZ et al., 201). Estes resultados apontam para as
dificuldades encontradas na adocao de protocolpsndientes de cultivo, uma vez que néo é
possivel afirmar que o ndo crescimento bacteridrsgrvado € decorrente de algum agente
inibitorio, de natureza bidtica ou biética, intenfiglo no crescimento de espécies presentes na
amostra, ou ainda se o processo inflamatério geteqtelo CMT nédo era causado por agente
bacteriano.

Tabela 1Distribuicdo das espécies bacteriana nas amosrastel analisadas.

Confirmagéo MALDI-

Amostra Vaca CMT/Teto Isolados TOF MS

1C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
1S Laica NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
2C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
2S Chica NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
3C POSITIVO NHCB NHCB

3S Carioca NEGATIVO NHCB NHCB

4C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
4S Chalana NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
5C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
5S Imperatriz NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
6C POSITIVO NHCB NHCB

6S Adelaide NEGATIVO NHCB NHCB

7C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
7S Raina NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
8C POSITIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
8S Passavinte = NEGATIVO Staphylococcus aureuStaphylococcus aureus
9C POSITIVO NHCB NHCB

9S Baixinha NEGATIVO NHCB NHCB

10C POSITIVO NHCB NHCB

10S Jandira NEGATIVO NHCB NHCB

*NHCB= N&ao houve crescimento bacteriano
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A Unica espécie isolada nas amostras estudad& fnireuso que ndo é incomum
uma vez que esta é considerada o principal agelastgignado a mastite bovina (LAZZARI et
al., 2014; VIANA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 281 PARDO et al., 2014 Kaiser et al.
(2014) nao observaram crescimento bacteriano emd&8 295 amostras analisadas,
corroborando a idéia de que fatores bioticos etiab® podem interferir no crescimento e
comprometer a acuracia da técnica. Deve ser coadiolgue ndo se pode atribuir a etiologia
a um agente simplesmente pela sua deteccdo, pciérina comaS. aureustambém sao
consideradas parte integrante da microbiota daasv@ROBERSON et al., 1994). Outros
critérios devem ser levados em consideracdo taimogcoconcentracdo do agente,
patogenicidade da cepa, estado imunitario do aniDaVido a limitagbes das técnicas
fenotipicas de isolamento e identificagdo bacteri@tualmente, estas tem sido associada a
técnicas moleculares que permitem maior espedfileidna diferenciacao entre os isolados
bacterianos, bem como maior acuracia na difereficiade cepas patogénicas das nao
patogénicas (MACHRY et al., 2010).

A associacado entre técnicas fenotipicas e molexsilan deteccdo e identificacédo
bacteriana representa um avanco na eficacia desdelonde analise, mas por outro lado,
continua sendo um processo laborioso, caro e que neessariamente produzira 0s
resultados desejados. Desse modo, a padronizagaetddologia independente de cultivo na
analise direta das amostras de leite mastiticor@odepresentar um processo de triagem na
identificacdo de possiveis agentes etiologicos. delbial metodologia ainda seja de uso
restrito ao ambiente académico, dentro da propdst@rograma de PoOs-Graduacdo em
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Agropecuariae emtvidar esfor¢cos no sentido de adaptar
tais técnicas ao atendimento das demandas do campo.

2.5.2 Analise da microbiota bacteriana por eletrofiese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE)

Pela observacédo do gel de DGGE foi possivel detectiferenca existente entre as
amostras de leite dos tetos com mastite subclenebmostras provenientes de tetos sadios do
mesmo animal. Desta forma comprovou-se que exifgeedca entre a populacdo de bactérias
nos dois grupos analisados. Essa diferenca foredd@ ndo s6 pela presenca ou auséncia de
Unidade Taxon6mica Operacional (UTO), mas tambélm g@mento da sua intensidade nas
amostras positivas para mastite subclinica (Fifjura

Na observacado do perfil eletroforético dos doigpgaudentro do mesmo animal, foi
possivel detectar a presenca de UTOs exclusivogetios mastiticos em oito animais. Em
dois animais, ndo houve diferenca no perfil dedbarentre os grupos, porém, foi possivel
detectar um aumento da intensidade de algumas $amata amostras oriundas de tetos
mastiticos. A avaliacdo da intensidade das baratadd técnica uma anélise semiquantitativa
(ASHER et al., 2010), revelando um aumento na aura@gdo de DNA representativo de tais
UTOs. Essa técnica ja havia sido usada no estudtivédesidade em mastite se mostrando
eficiente na caracterizacdo da microbiota da sigierde tetos de vacas mastiti(BRAEM
et al.,2012)e no diagndstico de bactérias que apresentanuldidides no cultivdKUANG et
al., 2009)

A aplicacdo da técnica de DGGE demonstrou a diferele populacbes bacterianas
existente no leite proveniente de tetos mastigcsadios. Para caracterizacéo e identificacao
dos membros predominantes de grupos especificosiaterganismos nas amostras, faz-se
necessario, em etapa futura, realizar a excis@éigdel, sequenciamento dos fragmentos e
afiliacéo filogenéticas das sequéncias.
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UTO presente somente em amosiras de tetos mastiticos

El UTO com aumento da intensidade em amostras de tetos mastiticos

Figura 1- Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (D@&BEleites provenientes de
tetos mastiticos(C) e sadios (S) de vacas, enfocangresenca e diferenca na
intensidade das bandas representativas dos UTOs.
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2.6 CONCLUSOES

A espécieStaphylococcus auretisi prevalente nas amostras avaliadas.
N&o foi possivel o isolamento bacteriano em alguanagstras.

A observacédo do gel de DGGE assinalou diferencgias arpopulacao oriunda do leite
de tetos mastiticos e sadios do mesmo animal.

O sequenciamento das UTOs do gel de DGGE é umanfenta que pode ser
utilizada em estudos futuros para diferenciar arebiota comensal da microbiota com
potencial patogénico.
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3. CAPITULO Il

AVALIACAO DA DIVERSIDADE MICROBIANA POR
METODOLOGIA INDEPENDENTE DE CULTIVO NO ESTUDO DE
VIABILIDADE DA DESTINACAO DE RESIDUOS DA INDUSTRIA

AGROENERGETICA COMO FERTILIZANTE AGRICOLA
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3.1 RESUMO

Substituicdo dos combustiveis fosseis € uma pregéagpmundial. Essa tendéncia se deve as
oscilagbes no preco do petrdleo no mercado intemalce por questbes ecoldgicas. O
biodiesel produzido pelas indUstrias agroenergetiea se mostrado uma alternativa viavel a
essa questdo. Sendo o Brasil um dos paises questseEam nesse setor, muitos estudos sao
desenvolvidos para otimizar sua producédo. Assimocanindustria petrolifera, a industria
agroenergética gera residuos que devem ser coartandestinados. Uma das possiveis
destinacbes para esses residuos € sua utilizagdo adubos agricolas. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o impacto do uso dacesso entre cascalho de perfuragcéo
(residuo da industria petrolifera) e dois residiesdustria agroenergética, torta de mamona
e torta de crambe. O primeiro experimento avalioasaociacdo entre o cascalho de
perfuracéo e a torta de mamona, em dois tipos lbs:sBlanossolo e Argissolo, com dois
cultivos diferentes: girassol e mamona. O segundmeranento avaliou a associagdo do
cascalho de perfuracdo com torta de crambe emedifss concentragcbes em Planossolos
cultivados com girassol. A técnica de EletroforeiseGel de Gradiente Desnaturante - DGGE
foi utilizada para avaliar os efeitos dos tratarosrgobre a diversidade bacteriana. O gel
produzido pelo DGGE no primeiro experimento mostomento da diversidade bacteriana
em solos do tipo Planossolo, independente da pleuitavada. O segundo experimento
revelou maior nimero de bandas no de gel DGGE dguama maior quantidade da torta de
crambe e uma concentracdo intermediaria de casdalperfuracéo, respectivamente 32t.ha
e 30t.hd, foram utilizadas. O presente estudo concluiu @uécnica de DGGE se mostrou
eficiente na avaliacdo da diversidade bacteriana seos submetidos a  diferentes
tratamentos.

Palavras-chave Cascalho de perfuracdo. DGGE. Solos. Divedsdscteriana.
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3.2 ABSTRACT

Substitution of fossil fuels has been a global eoncdue to oil prices fluctuation at the
international market and ecological issues. Biagiggsoduced by agro-energy industry has
been a viable alternative. Many studies have besldped for optimizing its production
because Brazil has stood up this sector. Agro-gnerdustry, as well as, oil industry has
generated waste which must be properly design&ad. of the possible destination for this
waste is its employment as agriculture fertiliZEnis study aimed the evaluation of the impact
of the association between drill cuttings (castearts oil industry residue) and two agro-
energy industry residues: castors beans and crgpmse The first experiment evaluated the
association between drill cuttings and castor heamstwo soil types:Planossoloand
Argissolowith two different crops: Sunflower and Castor B&a The second experiment
evaluated the association of drill cuttings witharable pie at different concentrations.
Denaturing gradient gel electrophoredIEGGE was used to assess the effects of treatments
on bacterial diversityThe first one showed the best resultRlanossolodue to the increasing
in bacterial diversity independently of the type anbp cultivated. The second experiment
showed the best employment of cramble pie and duiitings was the one employing the
largest amount of cramble pie and intermediate eotnation of drill cuttings, 32 t.Afaand

30 t.ha', respectively. This study concluded the DGGE teghm as an efficient one for
detecting differences between bacterial diversitgails submitted to different treatments.

Key words: Drill cuttings. DGGE. Soil. Bacterial diversity.
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3.3 INTRODUCAO

O Brasil é referéncia na producédo de agroenergagr&mas como os do etanol e do
biodiesel atraem a atencdo do mundo por ofertarnativas econdmica e ecologicamente
viaveis a substituicdo dos combustiveis fosseisiddeoluente e mais barata, a geracao de
energia com 0 uso de produtos agricolas represestgunda principal fonte de energia
primaria do Pais. O consumo do alcool supera oadalipa e o biodiesel j& conta com
participacdo relevante na matriz de combustivei®aie em mistura obrigatoria com o 6leo
diesel.

Dados do SAPCANA, Sistema de Acompanhamento dauB&mdCanavieira, revelam
que até o més de maio de 2013 a safra nacionahu j& passou de nove milhdes de
toneladas. Quase a totalidade dessa producaatesidasna regido centro-sul, sendo o estado
de Sao Paulo o maior produtor do Brasil. Ainda sdguo SAPCANA o volume nacional de
etanol produzido nacionalmente passa dos 360 il m

Além da producado do etanol, o biodiesel também petdeusado como alternativa a
substituicdo dos combustiveis fosseis. Nessa ar&xasil apresenta um grande potencial
produtivo. Ao analisar a producéo nacional de leiseli dos ultimos oito anos, observa-se
uma grande elevacdo (MAPA, 2013). Em 2005 a p@adungacional foi de 736 inseis anos
depois, em 2011 essa producéo ultrapassou 2,6enithm

O biodiesel é produzido a partir de diversos éleegetais e animais. No Brasil, é
composto principalmente pelo 6leo de soja, segumgaliatamente pela gordura bovina e dleo
de algodao, como observado na Figura 02.
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Figura 2 - Composicao das matérias-primas utilizadas naygdaldo biodiesel do Brasil.
Fonte: MAPA, 2003.

Outros substratos mais rentaveis podem ser utilizad producéo do biodiesel como
o girassol, algoddo, amendoim, mamona e a canokZZGNI, 2009). Levando em
consideracao o rendimento de 6leo, o girassol epr@sim melhor desempenho que a soja,
porém seu balanco energético é desfavoravel (GA4Z2005). Levando em consideragcao o
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rendimento de 6leo, a mamona apresenta grandegeamtam relacdo aos outros substratos,
seu rendimento é de 4.700 kg/ha de Gleo, enquardacsoja apresenta um rendimento de
560 kg/ha e o girassol 774 kg/ha. A desvantagemalaona esta em seu balanco energético
que esta em 1:1,85, menor inclusive que o do gikagse esta em 1:2,37 (MAPA, 2013). Isto
significa que, na cultura da mamona, para cadaadeidle energia que entra no sistema séo
produzidas 1,85 unidades de energia, sendo esgadoale 1:3,95 para a soja.

Para melhorar o balanco energético de culturas aginagsol, algoddo, amendoim,
mamona e a canola é necessario reduzir a demaadgétoa com adubacédo nitrogenada, uso
de maquinas, implementos e transporte e com hegidPara tanto, sdo necessarios
investimentos em pesquisa para descobrir microsgas simbiontes com a propriedade de
fixar N atmosférico, a semelhanca do que ocorre lsguminosas e, em menor escala, com
outras familias de vegetais (GAZZONI, 2005).

Diversos sédo os desafios para monitoramento do®c@sp relacionados ao
desenvolvimento da producédo de biocombustiveis rasiB A maioria dos estudos sobre
impactos ambientais da geracao e do uso da aggi@mgio leva em consideracdo a mudanca
no uso da terra para esse fim (JANDREY, 2010).Atiealde Biodiesel brasileiro ndo possui
objetivos de promover a inclusdo social e o dedeimaento regional. Sua base esta limitada
a soja e sua producédo predominante pelos grandeésitpres, com pouca participacdo da
agricultura familiar (GARCEZ, 2009).

Além dos prejuizos sociais, a producdo de 6leotakgeatéria prima para a produgéo
do biodiesel, gera residuos. O acumulo a longooptiesses residuos organicos sem um
tratamento adequado gera riscos sanitérios e atalieNo entanto, a Petrobras desenvolveu
uma nova rota tecnolégica para fabricacdo de lsetligue prevé a producdo diretamente de
sementes (de qualquer planta oleaginosa), semessidade de extrair o 6leo anteriormente
(FREITAS, 2009). Ambos os processos geram um residnominado torta.

Ainda na é&rea energética, mas se tratando da aatrdg petrdleo, a industria
petrolifera produz efluentes liquidos, gasososs&ues sélidos que podem ser nocivos ao
meio ambiente e a saude publica. Os fragmentosalha itriturados pela broca de perfuracao,
conhecidos como cascalho de perfuracdo, sdo repmeihtinuamente através de um fluido
de perfuracéo, que é injetado por dentro da callenperfuracdo e retorna pelo espaco anular
entre a coluna e as paredes do poco (LINS & LUR320

Durante a perfuracao dos pocos de petréleo o pahoesiduo produzido € o cascalho
de perfuracdo, que é constituido de particulagdearimpregnadas com fluido de perfuragéo.
Historicamente, a maior parte do cascalho de éir tem sido gerenciada através da
disposicéo em aterros (pogcos em continesteshorg ou no mar @ff-shorg, no entanto sua
reutilizacdo em outras atividades pode ser vardapessde que os teores de hidrocarbonetos,
umidade, salinidade e argila estejam adequadostimagio pretendida. O uso como material
de preenchimento em pavimentacdes de estradasydyetisfalto ou em fabricas de cimentos
estdo entre as destinagdes mais frequentes ddhmadegperfuracdo (BALL et al., 2012).

A reutilizacdo de residuos é, sem duvida, a opcais imteressante sob o ponto de
vista econdmico, ambiental, e, muitas vezes, so8iaéciclagem de residuos representa um
beneficio inquestionavel: a minimizacdo do probleaniental que representa seu descarte
inadequado. Neste contexto, destaca-se a recicldgerasiduos em solos agricolas, que é
uma alternativa muito utilizada em varios paisestreE os residuos organicos também
merecem destaque o0s oriundos da agroindustria, os funcdo da sua origem, a
probabilidade destes apresentarem contaminantssi@momposi¢cao € pequena. Sob o ponto
de vista agricola, a principal vantagem do usoedé&duos relaciona-se ao fornecimento de
nutrientes neles contidos e/ou com beneficios tigaab seu contetdo organico, que pode
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manter, ou mesmo elevar, o teor de matéria orga@ualo, além de corrigir a acidez do solo
(MARCIANO et al., 2001; PIRES et al., 2008).

A utilizacdo na agricultura dos residuos das intsstagroenergética e petrolifera
contribui para reducdo dos prejuizos decorrentesedanau acondicionamento. Porém, esse
direcionamento deve ser tratado com muita seriedaggtudos visando 0 monitoramento de
seu impacto, para que esse USO hao gere um probdemda maior sdo essenciais
(OLIVEIRA, 2008).

A diversidade microbioldgica do solo € uma carastiea que indica a sua qualidade.
O estudo dessa diversidade pode auxiliar no mamtento da qualidade de solos submetidos
a diferentes condi¢cbes ambientais, sendo utilizamoo indicador de qualidade ambiental
(KENNEDY & SMITH, 1995; MENDES & REIS, 2010).

A deteccao e identificacdo de microrganismos ems#ia® ambientais podem ser
baseadas em técnicas de plagueamento e cultivaneios seletivos e/ou ndo seletivos e,
métodos de observagdo direta em microscopio (TORSV& OVREAS, 2002). Os
microrganismos que conseguem crescer em meiodciarif nAo sdo necessariamente
metabdlica ou nhumericamente dominantes no meicalale onde foram retirados, havendo
uma forte selecdo em funcédo da habilidade dos ng@nismos em se desenvolverem em
meios com altas concentracbes de nutrientes e ngammed em condicbes aerdbias
(HUGENHOLTZ, 2002; MYUZER & RAMSING, 1995). Nessentexto, numerosos meios
de cultura, seletivos e nao-seletivos, tém siddizatios para enumerar e isolar
microrganismos do solo e da rizosfera com influgmiws mesmos nos graus de diversidade
genética obtidos (BUYER, 1995; TABACCHIONI et a2000). Entretanto, a abordagem
baseada em cultivo tem limitado a estimativa d&rdidade microbiana, devido a falha de
cultivo da maioria dos microrganismos pelos métodmsvencionais. Ferramentas
moleculares vém reduzindo essas limitacfes e melaova perspectiva sobre a diversidade
microbiana. Esses novos métodos de deteccdo derganismos, sem necessariamente
cultiva-los, certamente contribuirdo para infedbie a significancia dos mesmos nos solos.

Varios meétodos tém surgido para caracterizar a oatade microbiana, incluindo os
microrganismos nao cultivaveis, produzindo sequ@ncle novas linhagens filogenéticas,
atraves da utilizacdo do DNA gendmico extraidotdireente de amostras ambientais.

A diversidade microbiana estrutural vem atualmes¢@do estudada através de
métodos que se baseiam na investigacdo de parteeg@éncia do DNA ambiental,
notadamente o gene 16S rDNA em bactérias, e 183 ihaxa fungos, que é amplificado por
PCR Polymerase Chain Reactipre posteriormente caracterizado através da clomage
sequenciamento ou entdo analisado por eletrofopesemneio das técnicas de ARDRA, T-
RFLP, RAPD, RISA, DGGE/TGGE e SSCP, obtendo-se uenfilpda comunidade
microbiana. Este tipo de analise tem-se tornaddonmaipular para auxiliar a identificacdo de
bactérias ndo conhecidas (ELSAS & SMALLA, 1995, DMMSHANI et al., 2001;
TORSVIK & OVREAS, 2002).

No DGGE penaturing Gradient Gel Eletrophorekis primeiramente utilizado
por Muyzer et al. (1993) para avaliagcdo da didaxde microbiana, os produtos de PCR
sdo separados em géis de poliacrilamida contentio guadiente desnaturante com
concentracdes crescentes de formamida e urésepéracdo de fragmentos de tamanhos
semelhantes, mas de composicdo nucleotidica uiiegre baseia-se na mobilidade
eletroforética das moléculas de DNA parcialmentsndtiradas em géis de poliacrilamida.
As variacbes na composicdo de nucleotideos doseredies fragmentos de DNA
determinam seu comportamento de migracdo no gelentlo com que fragmentos com
composicao nucleotidica diferentes terminem suaagé&p em posicdes diferentes ao longo
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do gel. A migracdo dos fragmentos de DNA no DGGHjo¥ernada ndo apenas pela
composicdo de nucleotideos, mas também pelasa@des entre estes dentro da
molécula (BRESLAUER et al., 1986).

A técnica do DGGE permite investigar as comutédade microrganismos do solo e
€ capaz de apontar mudancas dentro da composgssa ccomunidade em funcdo de
atividades antropicas (FERREIRA, 2009).

O objetivo deste capitulo é avaliar o impacto diézatdo de residuos da industria de
agroenergia — cascalho de perfuracao e tortas dense crambe na diversidade microbiana
do solo. O entendimento da dindmica e a mensudasi@feitos deste rejeito no solo podem
contribuir para a criacdo de um plano de manejerergiamento dos cascalhos de perfuracao
e tortas, vislumbrando sua reutilizacdo de forngaiisee responsavel no meio ambiente.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Montagem e conducéo dos experimentos em cagavegetacao

As amostras de solos utilizadas para analise dagidade bacteriana por metodologia
independente de cultivo pela técnica de Eletrobor® Gel de Gradiente Desnaturante -
DGGE foram oriundas de dois experimentos realizaglns casa de vegetacdo, na area
experimental do Departamento de Solos do Instildo Agronomia da UFRRJ, sob a
coordenacao do professor Everaldo Zonta. Os expaton 1 e 2 foram conduzidos por 76 e
90 dias, respectivamente.

a)Experimento 1 — Avaliacdo da associacdo entre tarde mamona e cascalho de
perfuracdo em solos cultivados com girassol e maman

O delineamento experimental foi do tipo fatorialx(8 x 2 x 3), composto por dois
solos de texturas contrastantes (arenoso e arpilbsas combinagdes de torta de mamona e
cascalho de perfuracdo, previamente caracterizatl@s oleaginosas (mamonRieinnus
comunis L.e girassol Helianthus annusl.e trés repeticdes, totalizando 36 unidades
experimentais (Tabela 02).

Foram utilizados vasos fechados, com um volume,@@42 ni. Foram pesados 5 kg
do substrato de textura arenosa e 4 kg do substrgitoso, sendo assim possivel manter 70%
da capacidade de campo de forma constante duraotedacdo do experimento.

Tabela 2 -Tratamentos utilizados no experimento 1 em caseegetacao

Tratamentos Solos Plantas Torta de mamon&ascalho de perfuracdo

(PDS)

-------- Mg ha'---------
A-0/0-G-8* Argissolo  Girassol 0 0
A-10/16-G 10 16
A-10/64-G 10 64
A-0/0-M* Mamona 0 0
A-10/16-M 10 16
A-10/64-M 10 64
P-0/0-G* Planossolo  Girassol 0 0
P-10/16-G 10 16
P-10/64-G 10 64
P-0/0-M* Mamona 0 0
P-10/16-M 10 16
P-10/64-M 10 64

"Controles

b)Experimento 2—Avaliacdo da associacdo entre tortde crambe e cascalho de
perfuracdo em solos cultivados com girassol

O delineamento experimental foi do tipo fatorialx38 composto por trés
combinagdes de torta de crambe e trés combinalgeascalho de perfuragdo, onde foram
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cultivadas as mudas de girassélefjanthus annus ), totalizando nove unidades
experimentais (Tabela 03).

Cada parcela foi constituida de um pote com 8L mestra de solo (Planossolo)
acrescido do respectivo tratamento. A mistura foedecida e apds 10 dias foi realizado o
plantio das sementes de girassol.

Tabela 3 -Tratamentos utilizados no experimento 2 em caseegetacao

Tratamentos Solos Plantas Torta de crambe Casdalperfuragéo
-------- Mg ha'---------
0/0* Planossolo  Girassol 0 0
16/0 16 0
32/0 32 0
0/30 0 30
16/60 16 30
32/30 32 30
0/60 0 60
16/60 16 60
32/60 32 60
*Controle

3.4.2 Amostragem e armazenamento de amostras do$oso

Foram coletadas 35 g de amostras de solo ao fneada experimento, no momento
de coleta das plantas. Amostras de 25 g de cadantato foram analisadas fenotipicamente
em estudos anteriores e seus resultados subsidigp@ctos da discussdo do presente estudo.
Amostras de 10 g foram estocadas a -20 °© C pataes@éndependentes de cultivo.

3.4.3 Anélise da diversidade microbiana

Para a analise da diversidade bacteriana foi atifiza técnica independente de cultivo
através do DGGHJenaturing Gradient Gel Electrophorekis

a) Extracdo de DNA direto do solo

A extracdo do DNA total do solo foi realizada atindo o kit PowerMax™ Soil DNA
Isolation (MO BIO Laboratories, Inc), segundo poatio fornecido pelo fabricante.

b) Avaliacdo da quantidade e qualidade do DNA

Todas as amostras foram armazenadas a -20° Qyanadade e a qualidade do DNA
obtido foi avaliada eletroforese em gel de agaf8&% acrescido de SYBR Safe DNA Gel
Stain (Invitrogen), e o gel foi visualizado sob Wi 254 nm.

c) PCR (Polymerase Chain Reaction) da regido 16S rDNA de bactérias

Para aumentar a sensibilidade, e para facilitandis® dos fragmentos do mesmo
tamanho, a técnica aestedPCRfoi utilizada. Na primeira reacdo de PCR, fotdifizados 1
U de Taqg DNA polimerase (Fermentas), tampao deded®, 200 uM de cada dNTP, 3,0
mM MgCl, e 0,5 uM dogprimers 27f (SUZUKI & GIOVANNONI, 1996) e 1512r (KANE
et al., 1993). As amplificacdes foram conduzidagiedo os seguintes parametros: 5 min de
desnaturacao inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °Cgfos, 68 °C por 60 s, 72 °C por 60 s,
seguida de uma elongacéo final a 72 °C por 10 @imco microlitros dos produtos de PCR
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foram separados em eletroforese em gel de 1,5%atese acrescido de SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen), e o gel foi visualizado dak UV 254 nm. Os produtos da primeira
reacao foram utilizados como molde para a segueaigéo de PCR utilizandwimers que
amplificam a regido V3 do rDNA 16S, GC-338f e 51&VREAS et al., 1997). As
amplificacbes foram conduzidas segundo os segupdemetros: 5 min de desnaturacao
inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 60 s, 558C 60 s, 72 °C por 60 s, seguida de uma
elongacéao final a 72 °C por 5 min.

d) Eletroforese em gel de gradiente desnaturanteDénaturing Gradient Gel
Electrophoresis - DGGE)

Os produtos da segunda reacdo de PCR foram awali@soum gel de 8% de
poliacrilamida e gradiente de concentracdo entBé 4460% definido a partir da mistura de
solucdes de uréia e formamida deionizada. A elatest foi realizada a 70 V e 60°C, por 16
horas, em um equipamento DcodeTMniversal Mutation Detection SysterfBIO-Rad,
Richmond, EUA). Os géis foram fotografados e agyena foram analisadas com o software
Bionumerics (AppliedMaths, Saint-Martens-Latem)tedeinando-se as diferencas através
do coeficiente de Diceepara a analise de grupamento foi usado o algoritiifGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic mgan

e) Preparo e sequenciamento de unidades taxondmicageracionais (UTOs) de
interesse

Algumas bandas de interesse foram selecionadas pdeatificacdo por
sequenciamento. Apos a selecdo, essas bandasdacaadas do gel com lamina de bisturi
esterilizada e eluida em 10 uL de &gua ultrapuralpoh a 4°C. Apds a incubagdo esse
material foi centrifugado por 1minuto a 1249 e watiquota de 2 uL usada para amplificacao
por PCR utilizando ogrimers 518R/338F. As amplificacbes foram conduzidas seéguos
seguintes parametros: 5 min de desnaturacao iai€4l°C, 30 ciclos de 94 °C por 60 s, 55 °C
por 60 s, 72 °C por 60 s, seguida de uma elondagdaa 72 °C por 5 min.Cinco microlitros
dos produtos de PCR foram separados em eletroferasgel de 1,5% de agarose acrescido
de SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), e o gdlvsualizado sob luz UV 254 nm. O
produto de PCR foi purificado com uso do Kit @LAck gel extraction (Qiagen, Hilden,
Alemanha) e, em seguida, sequenciado no sequend&ldi3130x|I daApplied Biosystems
do Laboratorio de Biotecnologia da Pés-GraduacadCé&ncias Gendmicas e Biotecnologia
da Universidade Catolica de Brasilia.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Andlise da diversidade bacteriana por eletrofese em gel de gradiente
desnaturante Denaturing Gradient Gel Electrophoresis - DGGE)

a) Experimento 1 - Avaliacdo da associacdo entre tortale mamona e
cascalho de perfuracdo no cultivo de girassol e mama

ApoOs a extracdo do material genético das amostrasld, esse DNA foi amplificado
com uso dos pares gwimers 27F/1512R (Figura 3) cujesmpliconsle aproximadamente
1500 pb gerados foram usados na segunda reacdoRI@NestedPCR) com os primers CG-
338F/518R (Figura 4). Campliconsde aproximadamente 198 pb produzidodNestedPCR
foram submetidos a eletroforese em gel com graeldesnaturante (DGGE) (Figura 5).

1234 567 & 9 10 11.12 B

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos prodigt@nplificacdo da regido 16S
do rDNA do DNA total extraido direto do solo com psamers 27f e 1512r.
Tratamentos dos solos: 1. A-0/0-G, 2. A-10/16-GA3L0/64-G, 4. A-0/0-M, 5. A-
10/16-M, 6. A-10/64-M, 7. P-0/0-G, 8. P-10/16-G,PR10/64-G, 10. P-0/0-M, 11. P-
10/16-M, 12. P-10/64-M (Descricao dos tratamentdabela 2).
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Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 1,5 % dos prodig@snplificacdo da regido 16S
do rDNA do DNA total extraido direto do solo com msmers GC-338f e 518r.
Tratamentos dos solos: 1. A-0/0-G, 2. A-10/16-GA3L0/64-G, 4. A-0/0-M, 5. A-
10/16-M, 6. A-10/64-M, 7. P-0/0-G, 8. P-10/16-G,P10/64-G, 10. P-0/0-M, 11. P-
10/16-M, 12. P-10/64-M (Descri¢ao dos tratamentdsbela 2).
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Figura 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiedesnaturante dos produtos de
amplificacdo da regido 16S do rDNA do DNA totalraido direto do solo com g®imers
GC-338f e 518r. Tratamentos dos solos: 1. Marcaloh-0/0-G, 3. A-0/0-G, 4. A-10/16-G,
5. A-10/16-G,6. A-10/64-G,7. A-10/64-G,8. A-0/0-, A-10/16-M, 10. Marcador, 11. A-
10/16-M, 12. A-10/64-M, 13. P-0/0-G, 14. P-10/1645, P-10/16-G, 16. P-10/64-G, 17. P-
10/64-G, 18. Marcador, 19. Marcador, 20. P-0/0-11, R-0/0-M, 22. P-10/16-M, 23. P-10/16-
M, 24. P-10/64-M (Descri¢do dos tratamentos — TaBl

O padrdo de bandeamento @ospliconsno gel de DGGE revelou a existéncia de
diferentes unidades taxonémicas operacionais (Ut@®%actérias, com perfis de distribuicdo
diversos entre as amostras.Os perfis eletrofotilmonstraram que, comparado ao grupo
controle, as amostras que receberam a associa¢do terta de mamona e cascalho de
perfuracdo apresentaram um aumento na diversidactertana. O aumento do numero de
bandas no gel foi progressivo nas amostras em araenfcultivadas mamona, tanto para o
substrato Planossolo quanto Argissolo. Quando veulis com girassol, em substrato
Planossolo, ndo houve aumento do niumero de baodésrme o aumento da concentracao
de cascalho de perfuracdo. Ja no substrato Argiskoluve uma relacdo inversa, quanto
maior a concentracdo de cascalho de perfuracaaprneenimero de bandas observadas no
gel (Tabela 4). Estes resultados corroboram coiteratura que relata que diferentes plantas
selecionam populacdes bacterianas distintas (DATZG al., 2014).

Singh et al. (2006) aplicaram as técnicas de DGGE-RFLP, juntamente com
métodos fisioldgicos (Biolog) e bioquimicos (anélde acidos graxos de fosfolipideos ou
Phospholipids Fatty Acidu PLFA) para detectar efeito da plah@ium perenneem trés
tipos de solos com propriedades quimicas difereatdse a estrutura das comunidades
microbianas no qual concluiu que DGGE tem grangmadade de detectar alteracbes pela
diferenca do substrato dos solo e do cultivo detata
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Figura 6 - Dendograma de dissimilaridade genética obtido peltodo de agrupamento
UPGMA gerado a partir da analise de bandas obtida® CR-DGGE comrimers
universais que amplificam a regido do gene ribossd®S deBacteria

A: Argissolo, P: Planossolo, G: Girassol, M: Mamoh@/16: 10 Mg h@ de torta de mamona
e 16 Mg h& de cascalho de perfuracéo, 10/64: 10 Mg tie torta de mamona e 64 Mg*ha
de cascalho de perfuracéo.

Embora o tratamento tenha gerado um aumento dasilade bacteriana, a adicao
dos residuos da industria agroenergética ndo causelecdo de populacdes especificas de
acordo com o dendograma (Figura 6) elaborado h#star o agrupamento das populacdes
bacterianas das diferentes parcelas do experim&do. foi possivel um agrupamento
esperado pela composicao dos tratamentos e sinmadéo de 3 grupos distintos G1, G2 e
G3 a partir da distancia euclidiana média de 0,8.

O grupo 1 é formado pala amostra de Planossoladmatom a associacdo de 10 Mg
ha' de torta de mamona e 16 Mg’hde cascalho de perfuracdo e cultivado com girassol
além dos controles das amostras de Planossolou@d @ foi formado pelas amostras de
Planossolo tratados com a associacdo de 10 Mglaaorta de mamona e 16 Mg hde
cascalho de perfuracdo e cultivado com mamona Mdfha* de cascalho de perfuracdo e
cultivado com girassol, além das amostras de sotpstratados com a associacédo de 10 Mg
ha' de torta de mamona e 16 Mg~ha 64 Mg h& de cascalho de perfuracdo ambas
cultivadas com girassol. O grupo 3 foi formadoopatontroles das amostras de Argissolos,
além da amostra de Argissolo tratado com a assucide 10 Mg hd de torta de mamona e
16 Mg ha' de cascalho de perfuracdo e de Planossolodratad associacéo de 10 Mg'ha
de torta de mamona e 64 Mg'hde cascalho de perfuracdo, ambas cultivadas conona

Estes perfis de agrupamentos mostram que o aunmmentdiversidade bacteriana
gerado pelo tratamento néo se deve ao favorecingenpmpulacdes especificas. Essa analise
mostrou que ha apenas similaridade entre as pdmdagpresentativas dos controles nas
diferentes matrizes de solos, o que confirma antinigade da técnica elaborada.

Diminuindo a distancia euclidiana média para urarirdlo entre 0,6 e 0,7 ocorre-se 0
agrupamento das amostras representativas do @mkootultivo de girassol e mamona na
matriz Argissolo. Ja 0 agrupamento entre as anwstfesentativas dos controles na matriz
Planossolo ocorre em torno de 0,4 da distanciadeaich media.
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O presente estudo representa um desdobramentomptopdesenvolvido por Freitas
(2013), onde outros parametros como a contagemR@¥dJdas amostras de solo e a andlise
de caracteristicas fisico-quimicas, como pH, teorsddio, calcio e magnésio (Tabela 4),
foram avaliados e subsidiardo aspectos da discdesda andlise pelo DGGE.

Freitas (2013) observou que no Argissolo, houveemionda contagem bacteriana no
Agar para Contagem em Placa (PCA) em todos osntestns quando comparada aos
controles, independente das concentracfes de ossigcorporados e do tipo de oleaginosa
cultivada (Tabela 4). Quando os tratamentos foraalizados em Planossolo cultivado com
girassol, houve uma reducdo na quantidade de URE/grupo tratamento comparado ao
grupo controle. Em Planossolo cultivado com mamoéa foi possivel a observacédo de
diferencas na contagem bacteriana decorrente alasnientos.

O meio Agar Glicerol-Extrato de Levedura (AGEL) fgiilizado para contagem de
actinomicetos. Em Argissolo cultivado com giras$oi,observada reducdo na contagem do
tratamento com a maior concentracdo de cascalhpedaracdo em relacdo ao controle.
Quando cultivado com mamona, essa reducao foi vdd@®rem ambas as concentracdes. Em
Planossolo, houve um aumento na populacdo de attatos comparado ao grupo controle,
independente da oleaginosa cultivada.

O meio Agar Manitol Vermelho de Fenol (AMVF) foiilizado para contagem de
bactérias halotolerantes ou halofilicas. Em Ardsaéo foi observada qualquer alteragéo na
contagem bacteriana, independente das concentrdedesiduos incorporados e do tipo de
oleaginosa cultivada. Em Planossolo, houve aumewtocontagem bacteriana quando
cultivado com girassol e redugéo no cultivo da maano

O Agar Caseina (AC) foi utilizado para contagenbdetérias proteoliticas. De modo
geral, em Argissolo, o tratamento gerou uma redugdpopulacdo bacteriana independente
das oleaginosas cultivadas. Em Planossolo cultivasio girassol ndo foi possivel avaliar
alteracdo decorrente dos tratamentos. Quando atddticom mamona, a maior concentragéo
de cascalho de perfuragéo gerou uma reducéo nagesntbacteriana quando comparada ao
controle e a menor concentracao do tratamento.

Esse estudo também mostrou que a medida que aunggtmntidade de cascalho de
perfuracdo, tanto o teor de sodio, célcio e magngeanto o pH das amostras também
aumentaram (Tabela 4).

Foi realizada analise de correlacdo entre as \@s@presentadas no experimento, a
saber, quantidade de UFC/g em PCA, AGEL, AC, AMY&antidade de UTOs no DGGE,
teor de sodio, calcio e magnésio disponivel e pH.

Houve correlagdo significativa entre o teor de Mgsolo e a contagem de bactérias
mesofilas em PCA (r=0,58) e no nimero de UTOs ndGBEQGr=0,64). Estes resultados
mostram que as variagdes ocorridas no teor de lgaaelas acompanharam a mudanca na
diversidade bacteriana nas diferentes parcelas i metodologia dependente quanto pela
metodologia independente de cultivo.

Embora a maioria dos estudos em amostras de s@toaponta para a influéncia do
teor de magnésio disponivel sobre a diversidaddehaca (BAPTISTA et al.,, 2007,
CASTILHOS et al., 2000; MARTINEZ, 2000) o maior ¢oeente de correlacdo observado
(r=0,64) relacionava a quantidade de UTOs com b deomagnésio disponivel na amostra
(Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4- Unidade formadora de coldnias por grama de sokC(g) de bactérias em solos
tratados com torta de mamona e cascalho de peifusag diferentes meios de cultura

Amostra pH* Mg* Ca* Na* Bactérias Actinomice- Staphylo- Bactérias UTO

— PCA* tos- occus spp. proteoliti

AGEL*  AMVF*  cas-AC*
A-0/0-G 48 01 05 02 1,78xi0 1,66x1d 480x1d 4,70x1d 6
A-10/16-G 51 04 1,5 2,6 1,21x¥o 7,10x1d 9,00x1d 3,20x16 13
A-10/64-G 6,6 0,7 35 7,3 430x%0 5,70x10 9,00x1d 3,80x16 11
A-0/0-M 49 00 09 02 3,15xf0 1,92x1d 1,04xX1d  4,50x1d 6
A-10/16-M 52 0,3 1,5 21 9,00xio 256x16 6,20x1d  7,00x1d 8
A-10/64-M 66 0,4 26 94 700xib 2,03x10 9,00x1d 1,60x1G 9
P-0/0-G 54 02 0,6 0 5,00X¥0 9,70X1G 2,00X16 1,36X10 3
P-10/16-G 58 03 1.4 15 430%10 4,30X10 4,80X10 6,70X16 7
P-10/64-G 73 05 3,6 7 430X10 7,80x1d 2,28X16  7,50X10 7
P-0/0-M 56 0,0 0,7 0 453x1 1,16X10 1,16X16 6,20X16 5
P-10/16-M 61 02 1,3 1,3 4,000 1,12x10 590X1G 1,00X16 6
P-10/64-M 73 05 27 7,2 550x40 5,60X1d 8,50X16 9,40X16 7

*(FREITAS, 2013). PCA — Agar para Contagem em Haé&EL —Agar Glicerol Extrato de Levedura, AMVF-
Agar Manitol Vermelho de Fenol, AC- Agar Caseind@J Unidade Taxondmica Operacional.

Tabela 5 Coeficiente de correlacdo de Pearson entre o mioe Unidade Formadora de
Colbnia por grama de solos (UFC/g) em diferentem$nge cultura de solos tratados
pela associacdo entre torta de mamona e cascalherfieacao e caracteristica de pH

e teor de Na disponivel das amostras

r

r

AMVF*NA
PCA*Na
AGEL*Na
AC*Na
AMVF*Mg
PCA*Mg
AGEL*Mg
AC*Mg
AMVF*Ca
PCA*Ca
AGEL*Ca
AC*Ca

-0,06
0,35
0,34
0,08
0,04
0,58
0,39
0,17
0,08
0,48
0,44
0,28

AMVF*pH
PCA*pH
AGEL*pH
AC*pH
UTO*Na
UTO*Ca
UTO*Mg
UTO*pH
UTO*PCA
UTO*AMVF
UTO*AC
UTO*AGEL

0,16
0,24
0,34
0,35
0,5
0,5
0,64
0,12
0,37
-0,12
-0,17
0,38

Com base nas analises comparativas efetuadasoceakgerimento desenvolvido por
Freitas (2013) e o presente estudo, foi possivaiaavque a técnica de DGGE mostrou-se
adequada ao tipo de andlise proposta, possibititainderir os grupos populacionais
impactados pelos tratamentos. Desse modo, em wnads etapa, a técnica foi diretamente

aplicada para analise da diversidade bacteriarfamne descrito para o experimento 2.

31



b) Experimento 2 - Avaliacdo da associacédo entrerta de crambe e cascalho de
perfuracdo no cultivo de girassol

Nesse experimento, a diversidade bacteriana fdisada somente por Eletroforese
em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE) alogliconsproduzidos peldNestedPCR.
Apos a extracdo do material genético das amostrasld, esse DNA foi amplificado com os
primers27F/1512R (Figura 7) cujaanplicons de aproximadamente 1500 pb gerados foram
usados na segunda reacdo de PE&stedPCR) com ogprimers CG-338F/518R (Figura 8).
Os amplicons de aproximadamente 198 pb produzidosNestedPCR foram submetidos a
eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante Gnforme figura 9A.

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos prodigt@snplificacdo da regidao 16S
do rDNA do DNA total extraido direto do solo, tréa com torta de crambe/cascalho
de perfuragdo, com oprimers 27f e 1512r. M= marcador 1 Kb DNA Ladder
AMRESCO (k181); CP=controle positivo; 1=0/0; 2=1,68332/0; 4=0/30; 5=16/30;
6=32/30; 7=0/60; 8=16/60; 9=32/60; CN= controleateg da reacao.

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos prodigt@nplificacdo da regido 16S
do rDNA do DNA total extraido direto do solo, tréa com torta de crambe/cascalho
de perfuragdo, com oggrimers CG338F/518R. M= marcador 100bp DNA Ladder
Thermo Scientific (SM0241); CN= controle negative r@acao;CP=controle positivo;
1=0/0; 2=16/0; 3=32/0; 4=0/30; 5=16/30; 6=32/300/69; 8=16/60; 9=32/60.
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| 1solado Bacteriano ndo cultivado . Bacillus spp. vVirgibacillus sp.

Figura 9 — A- Eletroforese em gel de poliacrilamida comdigate desnaturante dos produtos
de amplificacdo da regido 16S do rDNA do DNA taelraido direto do solo com os
primersGC-338f e 518r. 1=0/0; 2=16/0; 3=32/0; 4=0/3816/30; 6=32/30; 7=0/60;
8=16/60; 9=32/60.B- identificacdo das bandas sexrjadas.

Ao observar o gel do DGGE constatou-se que a amo3f#/30 (torta de
crambe/cascalho de perfuracdo) apresentou a ma#rtiqade de UTOs (27,5), indicando
gue esta associagao propiciou a maior diversidadeeihana neste experimento. A tabela 6
apresenta o perfil de UTOs gerado em cada assoc¢ipeémitindo a analise da dinamica da
diversidade bacteriana.Quando houve apenas adicéasdalho de perfuracéo, sem a torta de
crambe, foi possivel observar um aumento do ntrderdTOs. A adicdo de 16Mg hau
32Mg ha' de torta de crambe, associada a 30M{ d cascalho de perfuracdo produziu os
maiores numeros de UTOs observados no experiméntetanto, as associacdes de torta de
crambe com 60Mg Rade cascalho de perfuracdo comprometeu a diversidadjue foi
observado pela reducao do numero de UTOs.

Tabela 6 -Distribuicdo do nimero de UTOs reveladas pelai¢aahe DGGE em amostras de
solos tratadas com diferentes associacdes ded®deambe e cascalho de perfuracéo

Cascalho Torta

de de NUMERO

perfuracdo crambe Na* K* Ca* Mg* DE UTOs pH*
0 0 0,088197496  0,41113  3,966667 3,700 21,5 4,85
0 16 0,18807764  3,250648 5,900 5,333333 24 5,90667
0 32 0,387837928 6,383909 8,633333,866667 22,5 5,06
30 0 28,93019377 0,606958 16,73333,433333 20,5 5,73
30 16  29,23976229 3,022181 19,56668,933333 25 5,95667
30 32  40,22657811 7,101948 23,900 12,43333 27,5 959
60 0 51,88918964 1,390274 27,56669,466667 24 6,11333
60 16  68,21287455  3,74022  29,933330,26667 20 6,18667
60 32  56,55026302 6,057528 34,800  13,76667 215 4 6,2

*(PRESOTTO, 2014) UTOs- Unidades Taxonémicas Openags.
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Os parametros como teor de sodio, potassio, calsiagnésio (Tabela 6) aumentam a
medida que aumentamos as doses de associacacdiecate perfuracdo e torta de crambe.
Essa variacdo ndo acompanhou a dinadmica da diadesioacteriana. Ao avaliar a qualidade
do solo pela diversidade bacteriana, a amostrarecebeu 32Mg hale torta de crambe
associada com 30Mg Hade cascalho de perfuracdo se mostrou superioramis. No
entanto, PRESOTTO (2014), utilizando as mesmas taasodo presente estudo, observou
que o acumulo de biomassa do girassol é favorg@tivaplicacdo de doses intermediarias de
torta de crambe. Para aplicacdes acima de 20 M@barre inverséo no efeito. Isto aponta
para a necessidade de utilizacdo de varias cdsiit@s do solo para determinar sua
qualidade e dimensionar o impacto oriundo dasvateyoes.

A analise de variancia (ANOVA) para determinar afluéncias, isoladas e em
associacgao, da torta de crambe e cascalho de ggituna diversidade bacteriana mostrou
que essas variacdes ocorreram ao acaso (p>0,6)indisa que a influéncia da adicdo de
cascalho de perfuracdo e torta de crambe sobreeasiliade bacteriana foi nula ou muito
baixa. Esse dado € importante, pois vai contrpétése de que o uso de grandes quantidades
de cascalho de perfuragéo no solo pode comprometigersidade da populagéo bacteriana.

Além da observacédo das diferencas na quantidatdd @s nos diferentes tratamentos
do experimento, também foi avaliada a similaridedé&e os perfis gerados pelo DGGE,
através da elaboracdo de um dendograma. Pelagimli®d dendograma observa-se que as
amostras que receberam aplicacdo de 60 Mgdeacascalho de perfuracdo pertenciam ao
mesmo grupo (Figura 10), pois possuiam o mesmd padteriano. Este resultado indica que
embora a adicdo do cascalho de perfuragdo ndocemdou diretamente no aumento da
diversidade bacteriana, houve o favorecimento de& ywwopulacdo bacteriana especifica
estando essa populacdo também presente na amaesivatgve maior diversidade.

O resultado do sequenciamento foi comparado corsegsencias registradas no
GenBank com objetivo de conhecer a populagdes rmtas envolvida no estudo. Todavia,
das 19 bandas selecionadas em apenas duas foigh@silentificacdo de género (Anexo 2),
sendo eles Virgibacilus sp. e Bacillus spp., canforfigura 9B. Este dado indica que os
primers utilizados no DGGE podem ter gerado fragmentos tamanho insuficiente para a
identificacdo mais especifica desses isolados popalacdo dessas bactérias oriundas de
solos tratados com esses residuos selecionou ibacf#Euco conhecida pela comunidade
cientifica, Nao sendo assim possivel discutir & importancia para a qualidade do solo.
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Figura 10- Dendograma de similaridade genética do DNA totakdlo apés a amplificacdo comimers que amplificam a regido do gene
ribossomal 16S obtido pelo método de agrupamentaNU.
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3.6 CONCLUSOES

A técnica de DGGE foi adequada ao tipo de anatspqgsta.

A técnica de DGGE se mostrou eficiente na avalial@aliversidade bacteriana por
ter possibilitado detectar diferentes padrbes d®dJios tratamentos avaliados.

As analises de correlacao realizadas permitiragrimgobre a influéncia do magnésio
na diversidade bacteriana em solos tratados cocalb@sde perfuragao e torta de mamona.

A técnica de DGGE permitiu observar que a maioemiade bacteriana foi obtida
na aplicacdo de quantidades medianas de tortad®ere cascalho de perfuracéo.

O dendograma gerado pelo DGGE revelou um udnicoil peacteriano para 0s
tratamentos que receberam aplicacdo da maior ctvacéa de cascalho de perfuracéo.

N&o houve prejuizo na diversidade bacteriana plzfia altas doses de cascalho de
perfuragéo associado com torta de crambe.
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4.CAPITULO Il

IMPLEMENTACAO DE METODOLOGIA INDEPENDENTE DE
CULTIVO NO MONITORAMENTO DE Paenibacilluslarvae EM
MEL COMO ALTERNATIVA A METODOLOGIA DEPENDENTE
DE CULTIVO
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4.1 RESUMO

Cria Putrida Americana (CPA) é a doenca apicolander importancia econémica, sendo
obrigatéria a notificacdo de qualquer caso suspéiqresente estudo tem por objetivo
elaborar um meio de cultura liquido para cultivoPddarvae além de protocolo de extracao
de DNA em amostras de mel para deteccdo deste eagertomparacdao do grau de
sensibilidade da técnica dependente de cultivo &mmica independente de cultivo proposta
neste estudo. Para a escolha do meio de culguiadi, foram testados seis diferentes meios
com 12 diferentes cepas Be larvae A escolha do protocolo de extracdo do DNA foialad
pela comparacédo dos resultados de quatro difergmtgecolos de extracaglass beads
choque térmicoglass beadsPEG8000 e detergente+sal+térmico. A escolha plosers
usados na amplificacao foi feita pela comparacadoitepares dprimers AF 6F/AF 7R e Pl
1/P1 2. O meio de cultura que obteve o melhor desaimo no cultivo das 12 cepas foi o CBL
Modificado, a principal caracteristica que o difeia dos demais € a adicdo de Tioglicolato
de sédio, que propicia um ambiente de anaerobiasaravel a germinacdo dos esporo$de
larvae O protocolo selecionado foi o que utilizou & Ipgor detergente, sal e temperatura pela
avaliacdo da qualidade do DNA extraido e simpladedada metodologia. A técnica
independente de cultivo, proposta pelo trabalhoessmtou um grau de sensibilidade maior
que a técnica oficial, dependente de cultivo. Anitge proposta pelo estudo foi capaz de
detectar a presenca de esporos em méis com ap@nat=C/g deP. larvae enquanto a
técnica oficial s6 foi capaz de detectar a presele¢a larvaena amostra com 2QJFC/g de
P.larvae O par deprimersutilizados nesse estudo foi o AF 6F/AF 7R. Com,isspresente
estudo conclui que o uso de técnica de diagnostampendente de cultivo, pela extracdo do
material genético e posterior amplificacdo do fragta do DNA ribossomal 16S utilizando
primers especifico par&.larvag no monitoramento de esporos Belarvaecirculantes em
méis se mostra uma excelente alternativa, e CBLifMado se mostrou um excelente meio
de cultura no cultivo dB. larvae

Palavras-chave Paenibacillus larvae Monitoramento. Mel. Técnica independente de
cultivo.
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4.2 ABSTRACT

American Foul Brood(AFB) is the bee disease of giheatest economic importance with
mandatory notification from any suspected cases Barvey aimed the development &f. a
Larvae liquid cultivation medium and DNA extraction protcin honey samples for
detecting the agent. Also it compared the seftyitdegree of the cultivation dependent to
the independent techniques proposed by this st&ay different media were tested byR2
larvae different strains for choosing liquid cultivatiamedium. DNA extraction protocol
option was obtained comparing results from foufedént extraction dlass beadsthermal
shockglass beads- PEG8000 and detergent + salt + he@ihe amplification was achieved
comparing two pairs : AF6F/ AF7R and P1/P2. ModifteBL presented the best performance
in regarding to the 12 cultivation strains, beitg main feature, the sodium thioglycolate
addition providing an anaerobic environment favgrispores germination. The protocol
selected was that one employidetergent + salt + he&dr assessing extracted DNA quality
and methodology simplicity. Cultivation independearthnique proposed by this survey
presented greater sensitivity degree than theialfiechnique. While the official one detected
P. larvae pores presence atlOFC/g , the one proposed by the survey deted®@tEC/

g. AF 6F / AF 7R primers pair was employed. Thiss survey might conclude that the
employment of cultivation independent technique, YA extraction and subsequent 16
SrDNA fragment amplification using. larvaespecific primers for monitoring spores has
been an excellent alternative. Also Modified CBhowed to be an excellent cultivation
mediumP. larvae

Key word: Paenibacillus larvae Monitoring. Honey. Independent cultivation hamues.
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4.3 INTRODUCAO

Em 1956, visando a melhoria da producdo de mel masilB um estudo da
Universidade de Séo Paulo introduziu as subespédiesanasApis melifera scutellata
consideradas mais produtivas e resistentes as aéREREIRA & VILELA, 2003). Com
Isso, deu-se a africanizacdo das abelhas no BKESRR, 1967; RANGEL, 2006). Antes da
chegada das abelhas africanas, a producéo nademrakl era de, aproximadamente, cinco
mil toneladas por ano e alcangou 50 mil toneladas gmo em 2004, como reflexo da
africanizacdo (GONCALVES, 2006).

No ano de 2000, o Brasil exportou 269 toneladasele em 2001, 2.489 toneladas e
em 2002, as vendas externas atingiram 12.641 uasel®u seja, grande parte da producao
nacional de mel era destinada ao mercado exteFabores externos como problemas em
sanidade apicola na China e na Argentina permiteasa abertura do mercado externo para
0s produtos brasileiros que levou a elevacdo abrdps exportacdes a partir de 2002. O
embargo internacional a China e a Argentina crioudéficit de 50.000 toneladas de mel no
mercado internacional (NETO, 2006).

O dltimo ranking da producéo nacional revelou que o pais produaig oe 35.000 t
de mel (IBGE,2013). Esteanking aponta a permanéncia do Estado do Rio Grande do Sul
como o principal estado produtor, com uma prodgédorno de 7.286 t, seguido do Estado
do Parand na faixa de 5.565 t. Nos anos anteritB&E, 2010), o Estado do Rio Grande do
Sul (7.155 t) ja figurava em 1° lugar, seguido dsdaBo do Parana (4.831 t), a principal
mudanca ocorreu no Estado do Piaui que detinharai@t producdo(4.144 t), mas que vem
sofrendo uma reducdo drastica decorrentes de $atdimaticos, sendo ultrapassado pelo
Ceara e Santa Catarina caindo para5? colocacéoondea2010(IBGE, 2011) e atualmente se
encontra na 82 colocacéao (IBGE, 2013).

Ainda assim, o Brasil explora apenas 15% do poatide flora apicola. E possui um
potencial inexplorado superior a 200.000 t/ano. &,msumo € de 200 g de mel/pessoa/ano.
Ja na Alemanha, o consumo médio é de 2,4kg de abétinte/ano, ou seja, 12 vezes mais, e
a maior parte dos apicultores brasileiros possuinedia, menos de 100 colméias, e estédo
ligados a associa¢des ou cooperativas apicolasRS8ER\L, 2004).

Os principais estados brasileiros exportadores@enmperiodo de janeiro a marco de
2010 foram: 1° - Rio Grande do Sul com receital ¢aUS$ 1.268.000 pela exportacdo de
1.268 t, vendidas a US$ 2,85/kg; 2° - S&o Paulo remeita total de US$ 2.672.000 relativo a
exportacdo de 959 t; 3° - Ceara (US$ 2,277 mslhdalume: 762 t, US$ 2,99/kg); 4° - Piaui
(US$ 1,615 milhdes, 587 t e US$ 2,75/kg); 5° - td&atarina (US$ 1,679 milhdes, 570 t e
US$ 2,95/kg); 6° - Parana (US$ 820,273 mil, 274J6& 3,00/kg) e 7°- Rio Grande do Norte
(US$ 507,412 mil, 208 t e US$ 2,44/kg) (SEABPRIL®@0

Na regido sudeste, o Estado de Sao Paulo destgwa-saa colocacdo mankingde
exportacdo, porém apresenta producdo inferior &stado de Minas Gerais (2.605t). O
estado produz 2.103.341kg de mel, superando o &stacEspirito Santo (366.625kg) e o
Estado do Rio de Janeiro (317.775kg) (IBGE, 2010).

A apicultura fluminense foi uma das pioneiras nadrpor auxiliar a difusdo deste
cultivo em todo o pais entre as décadas de 40 E€iQ.atividade soma mais de 60 anos no
Estado, com uma produgdo intensa de mel, anuakrda de 400 toneladas que ndo atende a
demanda interna estimada em cerca de 1.200 tosel&#aa atender a caréncia deste
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mercado, € necessario que a classe apicola dispenh#entivos para incrementar a sua
producdo (LORENZON, 2010)

O Estado do Rio de Janeiro apresenta um alto patete producdo devido as suas
caracteristicas geograficas, conservacionistas #odela (LUZ, 2007), porém apresenta a
producdo mais baixa da regido sudeste, ndo ocuplaedb de destaque nmanking de
producdo e de exportagdo. A causa dessa baixagdodio Estado pode estar relacionada a
doencas apicolas que ocorrem com frequéncia nalsta Rio de Janeiro (PACHECO,
2007). Outra razdo apontada € o baixo grau de argtadle dos apicultores, pois mais da
metade possui apenas o nivel fundamental ou mengsge contribui para o baixo indice
tecnoldgico da atividade no Rio de Janeiro (GOLYNSXK09).

A partir do censo apicola de 2006, o MAPA, em 2(Qf¥5sou a apoiar atraves de
edital pablico um projeto para diagnosticar as ¢@eb da sanidade apicola, através de
questdes que envolvem as condi¢cdes de higiene pidsios, dos apicultores, de seus
produtos e a ocorréncia de enfermidades de abdists projeto é realizado em parceria pela
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UPRKDbnselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq)cretaria de Estado de Agricultura,
Pecuaria, Pesca e Abastecimento (SEAPPA/RJ), FIQCRBmpresa de Pesquisa
Agropecuaria (PESAGRO-Rio) e Federagdo de AgricalltBecuaria e Pesca do Rio de
Janeiro (FAERJ), de modo a destacar as deficiéntads marcantes da apicultura fluminense
e favorecer suas correcdes (LORENZON, 2010).

A questao da sanidade é bastante significativao@dupvidade, uma vez que doencas
apicolas tem sido o principal motivo de perdasalméias (PACHECO, 2007). Essa questao
leva os apicultores a investir em tecnologias cdmpetvo de reduzir os prejuizos causados
pelas doencas. Muitas podem ser as causas de daangabelhas, inclusive intoxicagao por
plantas toxicas, ja que longevidade das abelhagnifisativamente afetada pelo teor de
tanino na alimentacdo (SANTORO, 2004). A selecaodifiméias geneticamente resistentes a
doencas é um mecanismo muito eficiente de preveagsado por grandes criadores, sendo
avaliada pelo comportamento higiénico da colméiacoBtram-se na literatura varios
métodos para estudos do comportamento higiénicalmiias meliferas, dentre eles, os mais
utilizados ultimamente sdo o método de congelameéetccrias, descrito por Gongalves
&Kerr (1970) e o método de perfuragdo de criasUNEN & OSTASIEWSKI, 1986),
onde, para fins de selecdo, as col6nias que rem@@&%m ou mais das crias mortas sao
consideradas higiénicas (GRAMACHO & GONCALVES, 1294

A disseminacéo de doencas apicolas das abelhdenaglicomo as loques, de origem
bacteriana, causam prejuizos significativos a #pieu A falta de monitoramento
microbioldgico contribui para esta situacdo (FRESl., 2006). Além da perda econémica
direta decorrente da perda da producédo e morteldeas, essas enfermidades prejudicam o
comércio internacional de produtos apicolas, deaitixil disseminacédo de seus agentes.

Em 2006, o Ministério da Agricultura aprovou o Riaguento Técnico do Programa
Nacional de Sanidade Apicola (PNSApi). O regulameldfine as competéncias dos 6rgaos
publicos, apicultores, veterinarios, técnicos @tatdrios no combate as doencas de abelhas e
padroniza agles profilaticas, de diagnodstico eatleamento dos apiarios e estabelecimentos
gue manipulam, processam ou comercializam os predapicolas (BRASIL, 2006). Loque
Americana, ou Cria Putrida Americana, é a enferdedapicola de maior impacto mundial,
sendo sua notificacdo obrigatéria.

Paenibacillus larvagagente etiolégico da Cria Putrida Americana(CRAmbém
conhecida como Loque Americana (LA), é caractenzammo bastonetes longos e finos (2,5
a 5,0x 0,5x 0,5 um), Gram-positivos, dispostos ade@s de tamanho variavel. Os esporos
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sao termoestaveis e resistentes a produtos quimisobrevivem as condic¢des intrinsecas do
mel (JELNSKI, 2003). S&o ovais de dimensdes aproximadas,@lex(L,3 um, que se
caracterizam por apresentarem movimento Brownigmando em montagens umidas coradas
com carbol-fucsina observadas em gota pendentecd@d@cidos quatro genotipos diferentes
deP. larvae diferindo o grau de viruléncia entre eles (GENERIS2005;2006)

As larvas de abelhas sdo sensiveis a infeccdo3abdras apds a eclosdo dos ovos.
Segundo Brgdsgaard (2000) a dose infectante meD&0] para larvas de um dia é de 1350
esporos. Os restos larvais sdo a principal fontedideeminacdo da doenca, porém a
alimentacdo com meéis que contenham esporos, adugifio de rainhas provenientes de
colméias contaminadas, o apicultor ou pessoas rpiant da colméia podem também
contribuir para a disseminacao da CPA.

Até os dias atuais ndo h& casos de CPA em teorit@gtional, embora a presenca de
esporos dessa bactéria tenha sido detectada entinga@lantes no interior do Rio Grande do
Sul, ainda que os sintomas da doenca nao tenhamdac(SCHUCH et al., 2003).

Na Argentina, o primeiro relato da CPA ocorreu e889 em Buenos Aires
(ALIPPI,1990), contudo, esporos Be larvae,ja haviam sido detectados em amostras de mel
da Argentina importadas pela Dinamarca (HANSEN,)198&sde entdo a doenca tem se
espalhado para as Provincias de Entre Rios, CéréRbalegro e La Rioja (ALIPPI, 1992),
além das provincias de Santa Fé, La Pampa e CRA®INOVICH, 1994). Essa propagacao
ocorre devido a trabalhos de polinizagéo e ao ccméde nucleos sem controle sanitario.

No Uruguai,P. larvaese distribui de uma forma bem definida, se comaadb em
regides de fronteira com a Argentina, ndo sendectidda nas regides de fronteira com o
Brasil (ANTUNEZ et al., 2004).

O mel pode ser contaminado pelas abelhas durasii@ aroducaoP. larvaepodem
habitar o trato intestinal de abelhas adultas dendoassintomatica (YOSHIYAMA &
KIMURA, 2009). O monitoramento microbiolégico do Imé considerado um método
bastante eficaz para prevenir a disseminacdo decdsede abelhas no ambito regional e
nacional (GILLARD et al., 2008).

Em 100 anos de esforcos para cultifarlarvae consideraveis progressos foram
alcancados para germinacao de esporos e crescinNanfrimeira tentativa, WHITE (1907)
apudDE GRAF (2006) utilizou um extrato de larvas delbag Ao longo do tempo, novos
meios de cultura foram desenvolvidos ou adaptads yttilizacdo em diagnéstico da CPA: J
- agar (meio J) (GORDON et al., 1973), agar desafude cérebro — coracdo (ABHI)
suplementado com tiamina (GOCHNAUER, 1973), CalddAGP — Caldo Mueller- Hinton ,
extrato de levedura , fosfato de potassio, glicégar e piruvato (DINGMAN&STAHLY,
1983), agar sangue Columbia (PLAGEMANN, 1985),arégspangue de carneiro (LLOYD,
1986) e mais recentemente , agar Bacillus LarvsL) (SCHUCH et al.,2001).

O monitoramento da presenca de esporoB.darvaerealizado atualmente se da por
meio de isolamento em meio de cultura e identificapor testes fenotipicos. Todavia, 0
diagndstico por metodologias independentes devoultem sendo testado com objetivo de
aumentar sua eficiéncia tanto em amostras de roelp diretamente da colméia infectada
(BAKONY]I, 2003; MARTINEZ, 2010;LINDSTROM, 2008).

Varias etapas devem ser seguidas para se chegaplementacdo de uma técnica
independente de cultivo por amplificacdo de fragwerde DNA. A primeira etapa € a
escolha de um protocolo de extracdo. Os métodaeseparacdo de DNA podem ser divididos
em dois tipos: método indireto, no qual as célusrobianas sao extraidas da matriz, no
caso o mel, por centrifugacao e, a partir dissivesoa lise e extracdo dos acidos nucléicos; e
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0 método direto, que consiste na extracdo do DNétainente das células, ainda na matriz
(ROSA, 2006).

Existem vantagens e desvantagens nesses doisdgpesgtracdo, deve-se levar em
consideragao o tipo da matriz a ser analisada e@uposicdo para concluir a escolha. No
caso dos solos, o método indireto € pouco aplicpds permite baixo rendimento na
extracdo de DNA, sendo também pouco representaiiva, vez que muitas células ficam
retidas nas particulas do solo e ndo tém seu DNiaidw e analisado. As células bacterianas
extraidas do solo por esse método representam sa@&na 50% do total da comunidade
endogena do solo (TREVORS &VAN ELSAS, 1995), aléensgr muito trabalhoso, nesse
caso o mais aconselhado seria a escolha de umdotogia direta.

No caso do mel, por se tratar de uma matriz quesapta uma Composicdo muito
diferente dos solos, ndo possuindo tantas parsicglee ficariam em suspensdo apds a
centrifugacéo, retendo parte da microbiota, a nodtgih indireta se mostra mais eficiente,
pois ao concentrar as células e descartar o sataetga grande parte dos componentes do
mel, que poderiam interferir na qualidade do DNAa&xlo, serdo eliminados antes do inicio
da extragao.

Outra etapa importante € a escolha dos pareprideers utilizados, no caso do
presente estudo testados dois parepruoheers descritos na literatura como representante da
espécie d@. larvae

O objetivo do estudo foi padronizar técnicas de itocamento independente de
cultivo dePaenibacillus larvaeem mel e compara-la a técnica dependente dea@ultiv
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Selecéao de meio de cultura liquido para culth dePaenibacillus larvae

Seis diferentes meios de cultura (Tabela 7) forastatios para cultivalP. larvae
Todos foram adicionados de &acido pipemidico e acdldixico nas concentracbes de
18mg/L e 9mg/L, respectivamente. Cada meio de i@ufti inoculado em triplicata por doze
diferentes cepas de. larvae provenientes a Colecdo do Laboratério de Micralgia da
Universidade Nacional de Rio Cuarto, Cérdoba, Atigan

No preparo do inoculo cada cepa foi previamentadsoem placas de petri com Agar
MYPGP e incubada a 37°C por 48h em ambiente derainiase. Apds a incubagdo as
colonias foram ressuspendidas em 10 mL de soluB& d®dm pH 7,0 (cloreto de sddio e
fosfato de sddio). A turvacdo de cada tubo foi caraga e padronizada na escala 0,5 de
McFarland.Foram preparados 37 tubos com 10mL de cada metaltlga testado, sendo 36
inoculados e um n&o inoculado,usado como contegativo.Durante a inoculagéo dos tubos,
foram adicionados 0,1 mL da suspenséo das cepBdateae Cada cepa foi inoculada em
triplicata, nos diferentes meios de cultura, e lraca em ambiente de anaerobiose a 37 °C por
48 h.Apos a incubacéao, foram quantificadas as bastém cada tubo, através do método de
contagem de células viaveis por plaqgueamento anitla a técnica dspread plateem Agar
MYPGP, apos preévia diluicdo seriada em solucéo piB33,0.

Tabela 7 — Composicdo dos meios de cultura liquidos testapgara o cultivo de
Paenibacillus larvae

MEIO 1- MYT (GENDE et al., 2008)

Infuso de Carne 15¢g
Hidrolisado de Caseina 19
Amido 0,079
Extrato de levedura 0,15¢g
Tiamina 0,1mg
Agua destilada 1L
MEIO 2 - MYPGP (DINGMAN & STAHLY, 1983)

Infuso de carne 759
Hidrolisado de caseina 4,5¢g
Amido 0,49
Extrato de levedura 15¢g
D (+) glicose (@H12)s Hz0) 29
Fosfato dissodico (NEIPQy) 39
Agua destilada 1L
MEIO 3 - MYPGP Modificado (0,15% AGAR)

Infuso de carne 759
Hidrolisado de caseina 4,5¢g
Amido 0,49
Extrato de levedura 15¢g
D (+) glicose (@H12)s HO) 29
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Fosfato dissodico (NBIPOy) 39
Agar bacteriologico 1,59
Agua destilada 1L
Tabela 7- continuacao

MEIO 4 - CBHI + TIAMINA ( GOCHNAUER, 1973)

Infus@o de cérebro de carneiro 12,5¢
Infuséo de coragao de boi 5¢
Proteose-peptona 10g

D (+) glicose (C6h12)6 H20) 29
Cloreto de sodio (NaCl) 59
Fosfato dissédico (Na2HPO4) 2,59
Tiamina 0,1mg
Agua destilada 1L
MEIO 5- CALDO Bacillus larvae (CBL) (SCHUCH et al., 2001)

Manitol 3,39
Cloreto de sadio(NaCl) 19
Sulfato de Magnésio (MgS0O4.H20) 0,03g
Fosfato de monopotéassio (KH2PO4) 0,075g
Piruvato de sodio 3,39
Peptona de caserna 5g
Peptona de farinha de soja 29
Caldo nutritivo 89
Extrato de levedura 29
Extrato de carne 19
Agua destilada 1L

MEIO 6 - CBL MODIFICADO (0,05% AGAR + 0,05% TIOGLIC OLATO DE
SODIO)

COMPOSICAO:

Manitol 3,39
Cloreto de sddio(NaCl) 19
Sulfato de Magnésio (MgS0O4.H20) 0,03g
Fosfato de dissodio (Na2HPO4) 19
Fosfato de monopotéassio (KH2PO4) 0,075g
Azul de bromotimol 0,04g
Piruvato de sédio 3,39
Peptona de caserna 5¢g
Peptona de farinha de soja 29
Caldo nutritivo 89
Extrato de levedura 29
Extrato de carne 19
Agar bacteriolégico 0,59
Tioglicolato de sodio 0,59

Agua destilada 1L




4.4.2 Selecéo de técnica de extragdo de DNA backeo a partir de amostras de mel

a)Preparo do indculo dePaenibacilluslarvae

Uma cepa déP.larvad foi inoculada em placa de petri contendo Agar NBFPe
incubada a 37°C por 48hem ambiente de anaerobdqs®s a incubacdo as colbnias foram
ressuspendidas em tubos de ensaio com 10 mL dgdsoRBS com pH 7,0. A turvacéo de
cada tubo foi comparada e padronizada na escatie®@)6Farland.

b)Preparo das amostras

Foram fracionadas duas amostras de mel com 24g bedprimeira amostra, foram
inoculados 1000 pL de solucdo PBS sem cultivo bacie para servir de controle negativo e
na segunda amostra foram inoculadas 1000 pL dass&p dé.larvae As amostras de mel
foram incubadas por 24 h em temperatura ambienéxp@rimento ocorreu em triplicata

Para cada repeticdo da avaliagdo dos protocolextdecdo, duas aliquotas de 1 mL
cada foram reservadas de cada amostra. A primiédiaota foi submetida a extragcdo sem
previa incubacéo, a segunda adicionada de calddluBatarvae Modificado(CBLM) na
proporcao 1:1 e incubada a 37°C por 24 h, com iebjele favorecer a extragcdo do DNA de
P. larvae.

c)Protocolos de extracédo de DNA bacteriano diretanmee do mel

cl) Protocolo 1 ¢lass beads)(COSTA et al., 2004)

Em um tubo de 2 mL foi adicionado 1 mL de tampéa@xeacdo | (50 mM de NaCl,
50 mM de TrisHCI pH 7,6, 50 mM de EDTA, 5% SDS),8 g da amostra de mel. Foram
adicionados 0,4 g dglass bead$150-212 um) e 1 pL de ditiotreitol (DTT) 1 M, sedp de
homogeneizagcédo no Vortex por 3 min e incubacad®&gdr 30 min. Apds incubacdo essas
solugbes foram centrifugadas a 14849por 5 min. Aproximadamente 800 pL do
sobrenadante foram transferidos para novo tubo ieioaddos mesmo volume de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), sedo de uma homogeneizac¢do por 2 min e
centrifugacdo a 1454¢%or 10 minutos. Aproximadamente 700 uL do sobremadéram
novamente transferidos para novo tubo onde foramiomédos o mesmo volume de
cloroformio:  alcool isoamilico (24:1), seguido dena homogeneizagdo por 2 min e
centrifugacdo a 1454¢%or 10 min. A fase superior foi transferida paranmao microtubo e
adicionado acetato de amoénio 2,5 M e 1 volume @grapanol gelado, seguido de incubacgéo
a 20 °C por 2 ou 12 h para a precipitacdo do DN#stdriormente, os microtubos foram
centrifugados a 14549oor 30 min, o sobrenadante foi descartado e orsedo foi lavado
com etanol 70 %(aproximadamente 500 pL). Depoiseat® a temperatura ambiente, 0s
sedimentos foram ressuspendidos em 30 pL de digapura e armazenados a -20 °C.

¢ 2) Protocolo 2 (choque térmico) (HANG et al., 2@)

Em um tubo de 2 mL, adicionar 1 g de amostra doariemL de tampéao de extracéo
(Tris—=HCI 100 mL, EDTA 100 mM, fosfato de sédio 16tM, NaCl 1,5 M, brometo de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 1%, pH 8,0) e proiase K para concentracao final de 0,1
mg/mL.Essa solugcdo foi homogeneizada em vortex Jmm e adicionado SDS para
concentracdo final de 3%. As amostras foram tesitlsfs para um banho-maria a 65°
C/20min seguidos de incubac&o a -20°C/30min par vezes e centrifugadas a 86gpor 10
min. Aproximadamente 900 puL do sobrenadante foreensferidos para novo tubo e
adicionados mesmo volume de fenol:cloroférmio:aléssamilico (25:24:1), seguido de uma
homogeneizacéo por 2 min e centrifugacdo a 1gpa010 min. Aproximadamente 800 pL
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do sobrenadante foram novamente transferidas para twubo onde foram adicionados o
mesmo volume de cloroférmio:alcoolisoamilico (249gguido de uma homogeneizagéo por
2 min e centrifugacdo a 149®or 10 min. A fase superior foi transferida para novo
microtubo e adicionado mesmo volume de isopropgelaldo, seguido de incubacédo a 20 °C
por 2 ou 12 h para a precipitacio do DNA. Postermte, os microtubos foram
centrifugados a 14549oor 30 min, o sobrenadante foi descartado e orsedo foi lavado
com etanol 70 % (aproximadamente 500 uL). Depeisato a temperatura ambiente, os
sedimentos foram ressuspendidos em 30 pL de agapwia e armazenados a -20 °C.

c3) Protocolo 3 Glass beads + PEG8000) (YEATS et al, 2008)

Em um tubo de 2 mL contendo 0,4 g dlass beady150-212 um), foram
adicionados 1 g da amostra da amostra do mel eguh0Ofe tampéo de extracdo (1% de
CTAB, 1,5 M de NaCl, 0,1 M de EDTA, 0,1 M NaPQ,, 0,1 M Tris-HCI pH 8,0). Essa
solucéo foi homogeneizada no vortex por 4 a 5 mm mtervalos de 10 segundos a cada 90
segundos. Apds a etapa de homogeneizacdo, foratioratios 500 pL de SDS (Dodecil
sulfato de sédio)para concentracao final de 5%olaygds foi realizada incubacdo em banho-
maria a 65° C por 1 h com leve agitagdo a cadaifh5ApOs essa etapa, foram centrifugadas
a 2152g por 15 min. Em seguida, 900 pL dessa swlfgidransferidas para novo tubo de
2mL onde foram adicionados 900 pL de isopropaAgsl.amostras foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 min e centrifugadag24y Jpor 15 min. O precipitado foi
ressuspendido em 800 uL de TE, onde foi adiciodaat. de solugcdo PEG8000 e NaCl para
concentracdo final de 1,6 M e incubados por mais @ temperatura ambiente. Apds
centrifugacdo a 124g por 20 min, o precipitado riessuspendido em 400 uL de TE e
adicionado acetato de amoénio para concentracalodiéna,5 M. Essa solucéo foi incubada no
gelo 5 min e centrifugada a 124g por 20 minutosoBrenadante foi transferido para novo
tubo onde foi adicionado mesmo volume de fenolattomio:alcool isoamilico (25:24:1),
seguido de uma homogeneizacao por 2 min e cerdgéi@ a 14549por 10 min. Novamente
0s sobrenadantes foram transferidos para novodntde foram adicionados o0 mesmo volume
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), seguido wima homogeneizacdo por 2 minutos e
centrifugacdo a 14549por 10 minutos. A fase superior foi transferidaapam novo
microtubo e adicionado mesmo volume de isopropgalaido, seguido de incubacdo a 20°C
por 2 ou 12 h para a precipitacio do DNA. Postermte, os microtubos foram
centrifugados a 14549por 30 minutos, o sobrenadante foi descartadosedimento foi
lavado com etanol 70 %(aproximadamente 500 uL).oBege seco a temperatura ambiente,
os sedimentos foram ressuspendidos em 30 pL deuftga@ura e armazenados a -20 °C.

c 4) Protocolo 4 (Detergente, sal e térmico) (adigulo por TITO et al., 2015)

Para extracdo do DNA total, 1g de cada amostradifaida em 1mL de CBLM
(conforme tabela 1). ApGs a diluicdo as amostreaniocentrifugadas por 5 min a 1289s
células foram ressuspendidas em 600 pL de solde&@xtracédo (TrisHCI 200 mM pH 8,0;
EDTA 25 mM pH 8,0; SDS 1%, NaCl 25 mM) e agitadaswertex, sendo incubadas a 65°C
por 30 min. Em seguida os tubos foram resfriadtesrgperatura ambiente,foi adicionado 600
uL de fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24;Xeguido de uma homogeneizacéo por 2
min e centrifugacdo a 145¢%or 10 min. A fase superior foi transferida para navo
microtubo (aproximadamente 400 pL) e adicionadooimes de etanol 100 % gelado,
seguido de incubacgéo a 20 °C por 2 ou 12 horasgpprecipitacdo do DNA. Posteriormente,
0s microtubos foram centrifugados a 14&4®r 30 min, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado com etanol 70% (aproximadame3@0 pL). Depois de seco a
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temperatura ambiente em uma capela de exaust@edmsentos foram ressuspendidos em 30
uL de agua ultrapura e armazenados a -20 °C.

d)Avaliacdo da qualidade do DNA© DNA extraido foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,8 % acrescido de SYBR® Safe DNIAS@én (Invitrogen). Os géis foram
visualizados sob luz UV 254 nm. A qualidade do DidRavaliada pela auséncia de rastro no
gel em todas as amostras.

e)Reacdo de PCRRolymerase Chain Reaction) da regido 16S do rDNA -As
reacdes de PCR foram realizadas em um volume dgl26ontendo 1 U de Tag DNA
Polimerase (Fermentas), tampéao de reagao 1X, 208quddda dNTP, 3,0 mM de Mg(0,3
UM dos primers 27f (Suzuki e Giovannoni, 1996) e 1512r (Kane let #993). As
amplificacbes foram conduzidas segundo os segupdeimetros: 5 min de desnaturagao
inicial a 94 °C, 30 ciclos de 94 °C por 60 s, 689C 60 s, 72 °C por 60 s, seguida de uma
elongacéao final a 72 °C por 10 min. Os produtoP@R foram separados em eletroforese em
gel de agarose 1,5 % acrescido de SYBR® Safe DNIAS@én (Invitrogen). Os géis foram
visualizados sob luz UV 254 nm.

4.4.3 Determinacdo do grau de sensibilidade das técnicde monitoramento de esporos
de Paenibacillus larvae dependentes e independentes de cultivo em mel

a) Preparo do in6culo

Uma cepa d®aenibacillus larvadoi inoculada em caldo Bacillus Larvae modificado
(CBLM) e incubada a 37°C por 48h. ApGs a incubalgham feitas diluicbes seriadas e
posterior inoculagcdo em Agar MYPGP e incubacdo4®h a 37 °C sob anaerobiose para
estimar UFC/mL do cultivo. No experimento foram dss sete indculos, em triplicata: O
primeiro_indculofoi composto de 2,5 ml do cultivo d& larvae sem diluicdo; o segundo
in6culo formado da diluicdo 1:10 do cultivo, sendo umdepde cultivo diluida em 9 parte de
CBLM estéril;_o terceiro inoculdormado da diluicdo 1:10 do segundo inoculo; origua
indculo formado da diluicdo 1:10 do terceiro inoculo; ondw indculoformado da diluicdo
1:10 do quarto inoculo; o sexto inécuirmado da diluicdo 1:10 do quinto inoculo; e por
fim, 0 sétimo in6éculdormado pela diluicdol1:10 do sexto inoculo.

b) Preparo das amostras

Foram preparadas sete amostras em triplicatasanfstras foram constituidas por
22,5 g de mel + 2,5mL dos respectivos inéculog’déarvae, sendo o primeiro composto
pelo cultivo em caldo CBLM né&o diluido e os segesnpor suas diluicées seriadas da &0
10°.Como controle negativo foi utilizado mel com adicdo meio de cultivo nao
inoculado.Apoés o preparo das amostras, as mesmaas foantidas sob temperatura ambiente
por 24h antes do inicio dos experimentos.

c) Metodologia dependente de cultivo

Protocolo dependente de cultivo, preconizado peAd®® (Anexo da Portaria n° 137,
de 5 de junho de 2006):

c 1) Preparo da amostra

A amostra de mel foi aquecida em banho-maria a $&t@ facilitar a manipulacéo e a
homogeneizagéo dos esporos presentes. Duzentbgasifioram transferidos assepticamente
para frasco estéril, e adicionados 40mL de solseaéina fosfatada tamponada, pH 7,2 (PBS),
seguida de homogeneizagao. A amostra foi centdfaga775g por 30 min e o sobrenadante
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foi descartado cuidadosamente. A verificacdo desgnca de esporos que apresentam
movimento Browniano (movimento vibratério) no seditto foi realizada por meio da
técnica de gota pendente modificada por SHIMANUKKBIOX (1988), apds inativacéo das
formas vegetativas.

c 2) Inativacdo das formas vegetativas

O precipitado foi ressuspendido em 1mL de PBSsteainlo para tubos com tampa de
rosca e aquecido a 80°C, em banho-maria, por 10tasn

¢ 3) Pesquisa d@aenibacilluslarvae

O precipitado foi inoculado em Agar Bacillus Larvg&BL) (conforme tabela 7) e
incubado a 35°C por até cinco dias. Apds 48h asmplioram observadas diariamente quanto
a presenca de col6nias tipicasRldarvae As colbnias tipicas dB. larvaeapresentam-se
planas, com superficie suavemente granuladaboodas irregulares, sem brilho, lecitinase
negativa, de cor verde clara, e diametro de 2 adnm ABL. Trés a cinco coldnias tipicas
devem ser selecionadas e testadas quanto a preslengaatalase. As colbnias que
apresentarem resultado negativo para a prova dlsatdevem ser reisoladas em placas com
ABL e incubadas 35-37°C por 48 a 72 h.

c 4) Provas confirmatorias

Para confirmacédo foram realizadas as provas deifidagdo presuntiva: coloracdo de
Gram, teste da catalase, reducdo de nitratos,immEso em superficie de agar nutritivo.
Foram consideradas com@aenibacillus larvaeas culturas que se apresentarem como
bastonetes Gram positivos finos e longos, dispastosadeias de tamanho variavel, catalase
negativa, redutora de N@ incapaz de crescer em agar nutritivo em atéliass

d) Metodologia independente de cultivo
d 1) Deteccao déaenibacilluslarvae por metodologia independente de cultivo

Apds a etapa de extracdo utilizando o protocolo aoelhor desempenho no
experimento anterior, a foi realizada a amplificapar PCR da regido 16S do rDNA. Foram
utilizados os seguintes pares de nucleotideos:6fAB’- GCA AGT CGA GCG GAC CTT
GT -3") eAF 7r (5- GCA TCG TCG CCT TGG TAA GC -3(Bakonyi, 2003) e PL 1f5'-
AAG TCG AGC GGA CCT TGT GTT TC-3’) ePL 2r (5ICT ATC TCA AAA CCG GTC
AGA GG-3’) (GOVAN, 1999).As amplificacdes foram auridas segundo os seguintes
parametros: 5 min de desnaturacéo inicial a 980C;jclos de 95 °C por 20 s, 50 °C por 20 s,
72 °C por 60 s, seguida de uma elongacéo final°&€ fr 7 min.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.5.1 Selecéao de meio de cultivo liquido para cub dePaenibacillus larvae

Houve diferenca qualitativa e quantitativa entredibsrentes meios. Qualitativa, pois
nem todos os isolados se desenvolveram nos diésremeios de cultura. Quantitativa, pois a
quantidade de bactérias ao final do cultivo tambémou nas comparacdes entre 0s
diferentes meios de cultura.Nos meios de culturaPK8® e MYPGP modificado, 16,66 %
dos tubos ndo apresentaram cultivo detectavelat® gs meios MYT e BHI com tiamina
esses percentuais foram, respectivamente, 30,58%22%. O CBL teve o segundo maior
percentual de tubos com quantidade ndo detectadzactérias, 41,66%. Apenas o CBL
modificado apresentou crescimento detectavel ewstod tubos avaliados (Anexo 1).

Além de obter 100% dos tubos com guantidade detctas tubos contendo CBL
com Agar e tioglicolato de sbédio também obtiveram naaiores contagens de UFC/ml
chegando a quantidade d€ LIFC/ml nas cepas 2 e 9, conforme ilustrado nargig.

O estudo avaliou o desempenho dos diferentes nugosultura no cultivo dé.
larvae pelo método de contagens de células viaveis pgupkamento (Figura 12) e nédo pela
leitura de espectrofotdbmetro como realizado por BENet al. (2008), pois dessa forma
considera-se apenas as células viaveis, ndo quantlb as células mortas.
expoente da contagem de UFC/g.

Pouco se sabe sobre as exigéncias metabdlidasldesae.Em estudo metabdlico do
cultivo deP. larvae Digman & Stahly (1983) concluiram que a glicosedamental para o
evento de esporulacao, principalmente porque fatlagliconeogénese nao sao raras, uma
alternativa de auxiliar no processo de esporul@caadicdo de piruvato de sédio. O extrato
de levedura tem sido apontado como fundamentalgarascimento de.larvae (DIGMAN
& STAHLY, 1983). Uma hipétese para o desempenhasopdo CBLM no cultivo deP.
larvagpode estar relacionada a adicéo de tioglicolatsaiko que favoreceu o ambiente de
anaerobiose, protegendo as bactérias do oxigén@prpvoca um efeito comprovadamente
toxico paraP. larvae(DIGMAN & STAHLY, 1983).
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Figura 11- Demonstracdo do desempenho no cultivo de cepdxaédeibacillus larvaeem
diferentes meios de cultura, eixo x representapascdd”. larvaee eixo Y 0

Figura 12-Contagem dePaenibacillus larvadJFC/mL) em Agar MYPGP apods diluicio
seriada de diferentes meios de cultura com objete/testar a eficiéncia do cultivo.
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4.5.2 Selecao de técnica de extracdo de DNA bacéew de amostras de mel

Foram testados quatro protocolos de extragao,iphcata, e ndo houve diferenca nos
resultados nas repeticdes. Nao foi possivel a cigdede DNA em nenhum dos protocolos
guando a amostra ndo foi previamente incubada,ramuki que nenhum protocolo se mostrou
eficiente para a extracdo de DNA diretamente dpsres bacterianos. Quando as amostras
sofreram prévia diluicdo e incubacdo foi possivaleteccdo e posterior amplificagdo do
material extraido em dois dos quatro protocolotatless conforme Tabela 8. Através do
protocolol@lass beads e do protocolo 4(Figura 12)(detergente+sal+téodfiic extraido
material genético detectado na eletroforese, cam@umasto e relativa integridade. Através da
eletroforese do material oriundo do protocologkgs beadsPEG8000) foi possivel a
observacéo de rastro, indicando que o materiahieikirse apresentava degradado (Figura 13).

Noiaaado B0 11T 12

1P

Figura 13 — Eletroforese em gel de agarose 0,8% B®A genomico total extraido de
amostras de mel submetidas a dois protocolos dacéxt 1, 2 e 3= repeticbes da
amostra nao inoculada p®&aenibacillus larvaesubmetidas ao protocolo §léss
beads-PEG8000); 4, 5 e 6= repeticdes da amostra inoawdachP. larvaesubmetidas
ao protocolo 3; 7, 8 e 9= repeticdes da amostrantdnlada poP. larvaesubmetidas
ao protocolo 4 (detergente+sal+térmico); 10, 12=repeticdes da amostra inoculada
comP. larvaesubmetidas ao protocolo 4.

N&ao foi possivel extrair material genético deteetaa eletroforese pelo protocolo 2
(choque térmico). O material extraido foi subnme®dPCR usando gsimers27F e 1512R
para avaliar a sua qualidade; porém so6 foram gidds ampliconsnas rea¢cfes que usaram
materiais oriundos dos protocolos 1 e 4 (Figura 14)
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Figura 14— Eletroforese em gel de agarose 1,5%ad®liconsproduzidos pela reacdo de
PCR com pares de primers 27F/1512R d material idet@direto de amostras de mel.
1= Marcador; 2,3 e 4=repeticoes da amostra naaliada porP. larvae submetidas
ao protocolo 4 (detergente+sal+térmico); 5, 6 eefeticbes da amostra inoculada
comP. larvaesubmetidas ao protocolo 4.

Tabela 8-Avaliacdo eletroforética da presenca de DNA extrgidr diferentes protocolos e
respectivas producdes dmpliconspor reacéo de PCR.

Mel comP. larvae controle negativo
DNA total Amplicon DNA total Amplicon
COM R1 | positivo positivo negativo negativo
INCUBACAO |R2__| positivo positivo negativo negativo
PROTOCOLO R3 | positivo positivo negativo negativo
1 SEM R1 | negativo negativo negativo negativo
INCUBACAO R2 | negativo negativo negativo negativo
R3 | negativo negativo negativo negativo
R1 | negativo negativo negativo negativo
COM - . - .
INCUBACAO R2 negativo negativo negativo negativo
PROTOCOLQ R3 negativo negativo negativo negativo
2 R1 | negativo negativo negativo negativo
SEM - . - .
x~ | R2 | negativo negativo negativo negativo
INCUBACAO - . - .
R3 | negativo negativo negativo negativo
R1 | positivo negativo negativo negativo
COM — . . .
INCUBACAO R2 pos!t!vo negat!vo negat!vo negat!vo
PROTOCOLQ R3 positivo negativo negativo negativo
3 R1 | negativo negativo negativo negativo
SEM - . - .
x~ | R2 | negativo negativo negativo negativo
INCUBACAO - . - .
R3 | negativo negativo negativo negativo
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Tabela € - Continua

R1 | positivo positivo negativo negativo

COM — — . .
INCUBACAO R2 | positivo positivo negativo negativo
PROTOCOLQO R3 | positivo positivo negativo negativo
4 SEM R1 | negativo negativo negativo negativo
~~|R2 | negativo negativo negativo negativo

INCUBACAO - . - .
R3 | negativo negativo negativo negativo

*(negativo)= auséncia de banda visualizada naodtetrse; (positivo)= presenga de banda na eletséor

4.5.3 Grau de sensibilidade das técnicas de monitonento de esporos d@aenibacillus
larvae dependentes e independentes de cultivo em mel

A quantificacdo do in6culo revelou que em um ntiblido cultivo deP. larvae
continha 10 UFC, desta forma, o grau de contaminacéo e aidésale cada amostra estdo
apresentados na tabela 9.

Tabela 9 —Distribuicdo e descricdo das amostras de méisoadidas de diferentes diluicbes
do cultivo dePaenibacillus larvae

Paenibacilluss larvaéNA

AMOSTRA COMPOSICAO DA AMOSTRA
AMOSTRA A 10 UFCl/g 22,59 MEL+2,5mL CULTIVO PURO
AMOSTRA B 10 UFC/g 22,59 MEL+2,5mL DILUICAO 18
AMOSTRA C 1d¢ UFC/g 22,59 MEL+2,5mL DILUICAO 16
AMOSTRA D 1G UFC/g 22,59 MEL+2,5mL DILUICAO 18
AMOSTRA E 1G UFC/g 22,59 MEL+2,5mL DILUICAO 16
AMOSTRA F 10 UFCI/g 22,59 MEL+2,5mLDILUICAO 18
AMOSTRA G 1 UFClg 22,59 MEL+2,5mL DILUICAO 10
CONTROLE
NEGATIVO 0 22,59 MEL+2,5mL CBLM néo inoculado

a)Metodologia dependente de cultivo

O experimento foi conduzido em triplicata, ndo maleediferenca entre as repeti¢cdes,
foram consideradas apenas as placas que apresentaraimero superior a 25 e inferior a
250 coldnias.Pela metodologia dependente de culéivdeteccdo bacteriana foi possivel
apenas repeticdes da amostra A, a qual foi adideoacultivo sem diluicdo, conforme figura
15. Esse resultado mostra que o grau de sensd®lida técnica € baixo e que a deteccao so6 é
possivel em amostras com alta contaminacao.

A dificuldade de recuperacdo do agente da Cridd@i&mericana é a principal razédo
da baixa sensibilidade do diagnostico dependenteuttero (ALVARADO et al., 2013)
Estudos com objetivo de aumentar a sensibilidadieticcdo do agente em amostras clinicas
vém sido desenvolvidos ao longo do tempo, todaem snuito sucesso (TITERA &
HAKLOVA, 2003; BZDIL, 2007).

O numero minimo necessario de células bacterianpazes de induzir sintomas
clinicos da doenca néo esta bem esclarecido. Sed@uncher (1958) a dose infectante média
(LD50) para larvas de um dia é de 35 esporos, fja Pagdsgaard (2000) 1350 esporos sao
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necessarios para instalar a infeccdo. Outroseaigargerem um minimo de®1PANKIW &
CORNER, 1966) e TOUFC (HANSEN & BR@DSGAARD, 1995). Todavia, parau
diagnostico preventivo, se faz necessaria téeneia sensivel, acessivel e rapida (RYBA et
al., 2009).

Figura 15 Contagem d®aenibacillus larvaeem placas de Agar MYPGP (Caldo Mueller-
Hinton, extrato de levedura , fosfato de potasgi@pse, agar e piruvato). Placa P-
mel adicionado do cultivo puro; Placa D1- mel asheido da primeira diluicdo do
cultivo; Placa D2- mel adicionado da segunda dilaigo cultivo.

O cultivo deP. larvaeja vem se mostrando ineficiente como forma de rdiatico
(BAKONYI, 2003). Ja se sabe que apenas 6% dosrespmeP. larvae presentes no mel
germinam(DINGMAN& STAHLY, 1983; ALVARADO, et. al.2013). Outro fator limitante
da técnica é que mesmo com uso de substanciagoériidb] e eliminando as formas
vegetativas, a presenca de outBaxillus spp. pode impedir a germinacaoRle larvae As
principais causas da inibicdo da germinaca®.darvaesao alteracées no pH e formacéo de
indol e fenol pelo metabolismo da microbiota contemte (ALVARADO et al., 2013).
Todavia, Jeliski (2003) ao analisar uma amostra de mel de ulnaée positiva para Loque
Americana, armazenada a 19 anos, conseguiu a racdpedo agente, mostrando que 0s
esporos podem sobreviver durante anos no mel. Gsm ferramentas moleculares tém sido
propostas como alternativa mais sensivel e ramdaahitoramento (BAKONYI, 2003).

e) Metodologia independente de cultivo

O experimento foi conduzido em triplicata, ndo maleediferenca entre as repeti¢cdes,
0 protocolo 4(detergente+sal+térmico) foi escolhipara o experimento, levando em
consideracdo ndo s6 o bom desempenho nos teste®i@E, mas também sua praticidade.
Apoés a extracdo do DNA diretamente das amostrasterial foi submetido a PCR com os
primers PL 1f/ PL 2r e AF 6f/AF 7r. Nao foi possivel a ebgacdo deampliconspela
eletroforese dos produtos da reacéo cpjosersPL 1f/ PL 2r foram utilizados em nenhuma
das amostras. Coma utilizacdo dmsmers AF 6f/AF 7r, foi possivel a detec¢do de
ampliconsnas amostras A, B, C, D e E, conforme Figura 16.

O experimento mostrou que o grau de sensibilidad&dnica com a utilizacdo dos
primers AF 6f/AF 7r foi de TOUFC/g, muito superior a técnica dependente dévoulfue s6
detectou a presenca &e larvaeem amostras com 1QUFC/g. O presente estudo ressalta a
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importancia na escolha dgwimers utilizados para a deteccdo @ larvae A baixa
prevaléncia encontrada em estudo realizado na Bappode ter sido em decorréncia da
escolha dogprimers utilizados, pois no estudo foram utilizadospysners PL 1f/ PL 2r
(GARRIDO-BAILON, 2013). Bakonyi (2003) ao testadesempenho de diferentpsmers
também sugeriu os pares AF 6f/AF 7r, como maisessptativos da espécie.

C D. E.F G CN.b

Figura 16 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% dasmpliconsproduzidos por PCR
utilizando osprimers AF 6f/AF 7r, do DNA extraido de amostras de maculadas
com diferentes quantidades Belarvae M= marcador 100bp DNA Ladder Thermo
Scientific (SM0241); CP= controle positivo da r@ag Amostra A=10UFC/g;
Amostra B= 18UFC/g; Amostra C=1WFC/g; Amostra D=18JFC/g; Amostra
E=10° UFC/g; Amostra F=1WFC/g; Amostra G=1UFC/g ; CN= amostra controle
negativo e b= controle negativo da reacao
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4.6 CONCLUSOES

O caldo Bacillus Larvae modificado foi considerammno alternativa para o cultivo
deP. larvae

A implementacédo de testes de diagndosticos maisveen® essencial para a pesquisa
deste microrganismo dada a dificuldade em setvoult

O uso da técnica de diagnostico independente deaupela extracdo do material
genético e posterior amplificacdo do fragmento déADibossomal 16S utilizandprimers
especifico par®. larvag no monitoramento de esporosRlelarvaecirculantes em meéis se
mostrou uma excelente alternativa.
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5 CONCLUSOES GERAIS

O estudo confirmou que técnicas independentes Hizocypodem ser usadas para
atender a diversas demandas do setor agricolacnicééde DGGE mostrou-se adequada e
eficiente na avaliacdo das diferencas entre aslagjes bacterianas em tetos mastiticos e
sadios de vacas positivas ao CMT. A técnica tambeémmostrou eficiente na avaliagdo da
diversidade bacteriana em amostras de solos tsatamho residuos da industria agroenergética
por ter possibilitado detectar diferentes padroesUdOs nos tratamentos avaliados. No
entanto, para caracterizacdo e identificacdo dosnbres predominantes de grupos
especificos de microrganismos nas diferentes aamdtiz-se necessario realizar a exciséo,
eluicdo, sequenciamento dos fragmentos e afilifilgigenéticas das sequéncias.

O estudo também mostrou que a utilizacdo da reaxghocadeia de polimerase (PCR)
para deteccado de sequéncias génicas especificagedtes de dificil cultivo que impactam
setores da agropecuaria, comdaenibacillus larvaena apicultura, pode representar um
avanco em termos de diagndstico e monitorament@, wed que apresentou sensibilidade
superior ao método oficial.

Desse modo, consideramos que dentro da propost®RIBCTIA, a tese ora
apresentada contribui na proposta de implementaigianetodologias inovadoras para
atendimento as demandas do setor agricola nacional.
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7. ANEXOS
ANEXO 1

MYT MYPGP MYPGP BHI + tiamina CBL CBL
MODIFICADO MODIFICADO.
Cepas R1 R2 R3 R1 R2 R3 Rl R2 R3 Rl R2Z R3 Rl R2Z R3 R1I R3

1 100 16 100 100 10° 100 10 100 100 100 100 10° 10 100 100 10 10 10
2 10° 10¢ 100 10° 10° 100 10° 10® 10° 10° 10° 10° 100 10° 10° 10° 10° 10°
3 100 0o 10° 10* 10° 10° 10" 10 100 0 O O 10' 10" 100 10° 100 10°
4 0 100 10° 100 10° 10 10 10 1 O O O 0 O o0 10' 10 10
5 0 0 0 10 10° 100 10° 10 100 0 100 0 10 10 10 10° 10° 10°
6 0 0O 0 0 0 o0 100 10°0 100 10 1¢* 10* 10° 10° 10° 10° 100 10°
7 10 100 100 100 1* 10 0O O O0 107 1¢® 1 0 0 0 10 100 10°
8 10° 10° 10° 10' 10' 10' 10° 10° 10° 10" 10 100 0 O O 10 10 10
9 1¢° 10 10 10°0 10F 10 100 1¢F 10 0 O ©0 10 100 1¢° 100 100 10°

Tabela 1.Quantidade de unidades formadoras de col6niamititro de cultivo de cepas de
Paenibacillus larvaeem diferentes meios de cultura

75



10

11

12

0t 100 1060 o0 O O 10® 1¢¥ 1* O O O 10 10° 100 100 100 10

0

0

0 10* 100 10* 10° 10° 10° 10 10° 10° O

10t 10t 108 10 1 1¢ O O O O 0 ©

0

0

0

0

100 100 10
0 10° 10° 10°

76



ANEXO 2

Tabela 2 Analise de sequencias das bandas excisadas de deGGE das amostras de
Planossolo Haplico tratadas com associacdes @thiossda industria energética.

Identificacédo da

Banda excisada Closest relative Identity Accession no.
S1 Uncultured bacterium isolate 94% EF366387.1
S2 Uncultured bacterium clone 92% JF194885.1
S3 Virgibacillus sp. 87% KJ584890.1
S4 Uncultured bacterium clone 92% KF096722.1
S5 Uncultured microorganism clone 90% JN915056.1
S6 Uncultured bacterium clone 88% KF110654.1
S7 Uncultured bacterium clone 85% JF163311.1
S8 Uncultured bacterium clone 91% JF162119.1
S9 Uncultured bacterium clone 97% JF162243.1
S10 Uncultured bacterium clone 91% JF114851.1
S11 Uncultured microorganism clone 91% JN915084.1
S12 Uncultured bacterium clone 97% JF143760.1
S13 Uncultured bacterium clone 94% JF427841.1
S14 Uncultured bacterium clone 98% JF122902.1
S15 Uncultured bacterium clone 94% JF109824.1
S16 Uncultured bacterium clone 94% JF192610.1
S17 Uncultured bacterium clone 99% KF092445.1
S18 Uncultured bacterium clone 86% JF165298.1
S19 Bacillus sp. 89% JX274439.3

77



