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INTRODUCAO

A biodiversidade dos solos desempenha papel
fundamental na regulacdo dos processos
biogeoquimicos formadores e mantenedores dos
agroecossistemas e o estimulo a atividade dos
microorganismos do solo e a diversidade microbiana
é considerado uma das principais caracteristicas

dos sistemas orgénicos de producéo agricola.

As limitagoes dos métodos tradicionais fazem com
que técnicas de biologia molecular sejam muito
utilizadas para o estudo da diversidade microbiana.
Uma das técnicas mais utilizadas para avaliacéo
da estrutura das comunidades microbianas do solo
é 0o DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente de
Desnaturante). Essa técnica é baseada na
amplificacéo de fragmentos especificos de DNA por
PCR e eletroforese em gel de poli-acrilamida com
gradiente de desnaturacdo, no qual é possivel
separar fragmentos de DNA de mesmo tamanho,
mas com diferentes seqiiéncias de bases (Muyzer
et al., 1993).

OBJETIVO

Utilizar a técnica de DGGE para comparar a
estrutura das comunidades bacterianas em solo sob
Cerrado nativo e 4reas sob cultivo orgénico e
convencional.

MATERIAL E METODOS

Amostras de um Latossolo Vermelho Amarelo
foram coletadas em dreas vizinhas sob Cerrado
nativo, cultivo convencional e cultivo com
diferentes tempos de adocéo (3, 6 e 15 anos) do
sistema orgénico de producdo. Cada uma das areas
foi dividida em trés transectos de onde foram
retiradas amostras compostas, na profundidade de
0 - 10cm, resultando em trés repeticoes para cada
area avaliada.
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O DNA total do solo foi extraido diretamente das
amostras com o auxilio do Kit MoBio Ultra Clean
Soil. Em seguida, a presenca e a integridade do
DNA foram verificadas em gel de agarose 1%,
seguindo protocolo estabelecido por Niibel et al.

(1996).

O DNA extraido foi utilizado para a amplificacdo
utilizando os iniciadores U968f-GC e L.1401r que
flanqueiam as regides variaveis V6-V8 do 16S rDNA
(Zoetendal et al., 1998). A reacdo de PCR foi
conduzida em termociclador MJ PTC100 (MJ
Research Inc.) com o seguinte programa:
desnaturacdo inicial a 94°C por 4'; 25 ciclos de
desnaturacéo a 94°C por 1', anelamento dos primers
a 47°C por 1’30", extenséo da fita de DNA a 72°C
por 1'; extensdo final a 72° por 15'.

Os produtos de PCR foram separados por DGGE
em gel de poli-acrilamida 6% com gradiente
desnaturante contendo uréia e formamida variando
de 40 a 70%, voltagem constante de 70V e
temperatura de 60°C por um periodo de 18 horas
em tampédo TAE. Apé6s a eletroforese, o gel foi
corado em solucdo SYBR-Green I (Molecular
Probes) 1:10.000 (v:v).

Os perfis de bandas gerados pelo DGGE foram
analisados pelo programa BioNumerics (Applied
Mathematics, Versao 1.01) e para a analise de
agrupamento foi usado o algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic
mean) e o coeficiente de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA obtido apos a extracio apresentou qualidade
e quantidade suficientes para realizacéo da reacéo
de PCR. A amplifica¢éo produziu bandas com alta
intensidade e com o tamanho esperado de
aproximadamente 500 pb.

Apoés a andlise dos resultados de DGGE observou-
se a formacdo de trés grupos com apenas 25% de



similaridade. Em um grupo concentraram-se
amostras oriundas do Cerrado nativo, em outro as
amostras da area sob cultivo convencional e
finalmente um grupo contendo as amostras de areas
sob cultivo orgéanico.

Esses resultados reforcam a tese de que alteracoes
impostas ao ecossistema afetam a diversidade das
populacoes bacterianas. Em relagao ao cultivo
orgénico, observou-se uma separagio em dois
grupos com 35% de similaridade, onde amostras
da area com 15 anos foram separadas daquelas com
3 ou 6 anos de adocéo desse sistema de manejo,
indicando que variagées no intervalo de tempo de
adogcdo da agricultura orgénica também
provocaram mudancas na comunidade microbiana.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos mostraram que a converséao
de areas de Cerrado nativo para areas cultivadas
altera a estrutura das comunidades bacterianas do
solo, as comunidades bacterianas do solo de areas
sob cultivo orgénico sdo diferentes daquelas sob
cultivo convencional e que o tempo de adocéo de
cultivo orgénico altera a estrutura das comunidades
microbianas do solo.

Na continuacgao desses estudos, o préoximo passo
sera a identificacdo de bandas predominantes em
todas as amostras, ou aquelas presentes apenas
sob determinado manejo, o que podera ser feito
através de sua eluicdo dos géis e posterior
seqiienciamento. Esse procedimento possibilitara
conhecer as populagdes mais dominantes da
comunidade e as que sido mais afetadas pelo manejo
estabelecido.
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