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RESUMO

Bacilos entomopatogénicos sdo bactérias observadas principalmente no solo, consideradas
importantes agentes no controle biolégico de doengas e pragas da agricultura. No entanto, existem poucos
estudos que relatam a influéncia das praticas agricolas nas populagdes de Bacillus spp. Essa pesquisa
objetivou avaliar a freqiiéncia de bactérias entomopatogénicas pertencentes ao género Bacillus obtidas
de amostras de solo coletadas no ano agricola de 2006/2007 de diferentes sistemas de cultivo de arroz
irrigado da EEA-IRGA, Cachoeirinha (RS). Foram analisadas 36 amostras de solos, oriundas de trés sistemas
de plantio de arroz irrigado, pré-germinado (SPG), convencional (SPC), plantio direto (SPD) e de uma
drea sem plantio de arroz (C). Para tanto, um grama de solo foi diluido, pasteurizado e inoculado em
Agar Nutriente (AN), incubado a 30 °C, por 24 horas. Todas as unidades formadoras de colonias bacterianas
(UFC) foram repicadas em meios seletivos e as espécies, B. thuringiensis, B. sphaericus e B. cereus, foram
identificadas por microscopia de contraste de fase. Os resultados revelaram que ndo houve diferenga
significativa entre os sistemas de plantio analisados. Por outro lado, a frequéncia de Bacillus spp. variou
entre as diferentes fases do plantio de arroz nos periodos amostrados. A irrigacao foi o principal fator
que contribuiu para a variacdo da frequéncia dos Bacillus em sistemas de plantio de arroz irrigado da
EEA-IRGA.
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ABSTRACT

FREQUENCY OF BACILLUS SPP. IN THE SOILS OF SEVERAL DIFFERENT
IRRIGATED RICE CULTIVATION SYSTEMS, IN CACHOEIRINHA, RS

Entomopathogenic Bacillus are bacteria found mainly in the soil and are considered important
agents in biological control of agricultural diseases and pests. However, there are fen studies describing
the influence that different agricultural practices have on Bacillus spp. populations. This study proposes
to determine the occurrence frequency of entomopathogenic bacteria from Bacillus genus in soil samples.
These were collected during the agricultural year 2006/07 from different irrigated rice cultivation systems
used in the EEA-IRGA plantations in Cachoerinha, State of Rio Grande do Sul, Brazil. We analyzed 36
soil samples taken from three irrigated rice plantation systems; (i) Pre-germinated (SPG); (ii) Conventional
(SPC); and (iii) Direct plantation (SPD) and a fourth sample from a non-planted area (C). In each test one
gram of soil was diluted, pasteurized and inoculated in Nutrient Agar (NA) and incubated for 24 hours
at 30°C. All the bacteria colony-forming units (CFU) were transplanted to selective mediums and the B.
thuringiensis, B. sphaericus and B. cereus species were identified using a phase contrast microscope. No
significant differences in the occurrence frequencies were found in the soil samples of all plantation
systems analyzed. On the other hand, the Bacillus spp frequency varied in the sampled period during
the different growing phases of the irrigated rice in the EEA-IRGA plantations evaluated. Irrigation
was the main factor contributing to variation of the Bacillus in the plantations.

Key words: agroecosystems, entomopathogenic bacillus, cultivation systems, Bacillus thuringiensis, Bacillus

sphaericus, Bacillus cereus.

1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) é considerado o
principal alimento para grande parte da populagdo
mundial, constituindo-se em um dos cereais mais
produzidos no mundo juntamente com o trigo e o
milho. O Estado do Rio Grande do Sul é responsavel
por 50% da produgdo brasileira de arroz,
demonstrando a grande importancia dessa cultura
para o Estado (AcosTINETTO et al., 2001; MARCHEZAN et
al., 2004; SoAres et al., 2005).

Dentre os cultivos de arroz, o irrigado pode
ser cultivado sob diferentes formas, como os sistemas
pré-germinado (SPG), convencional (SC) e de plantio
direto (SPD) (BoHNEN et al., 2005). O sistema pré-
germinado ocupa aproximadamente 11% das areas
destinadas a cultura no Rio Grande do Sul. Essa
forma de cultivo preconiza a semeadura sobre a
lamina de dgua com posterior drenagem para
melhor estabelecimento das plantulas (MARCHEZAN
et al., 2001; MaRCHEZAN et al., 2004). No sistema de
plantio direto, os residuos culturais permanecem na
superficie, onde é feito apenas um sulco para a
semeadura, garantindo menor rendimento do solo
(NETO et al., 2006; Souza et al., 1995). Ja o sistema
convencional é caracterizado pela incorporagéo total
dos residuos vegetais do cultivo anterior no solo e
entrada de agua somente 20 a 40 dias apés a
semeadura, deixando sua superficie desprotegida
até o estabelecimento da préxima cultura (BoNHEN
et al., 2005; PFULLER et al., 2000).

Apesar da utilizagdo continua do solo para
as praticas agricolas, o mesmo pode ser rico do
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ponto de vista biolégico uma vez que muitos
microrganismos encontrados nesse ambiente sdo
considerados importantes no controle biol6gico de
doencgas e pragas da agricultura (Azevepo, 1998).
Dentre os microrganismos do solo, os bacilos
entomopatogénicos tém especial importancia, uma
vez que suas células, em forma de bastonete,
possuem ampla capacidade de produzir
endésporos e toxinas, que os tornam importantes
no controle de pragas agricolas (HaBIB e ANDRADE,
1998; Dias et al., 1999).

Dentre esses bacilos, B. thuringiensis é a
espécie de maior importadncia no controle de
pragas agricolas. E uma bactéria Gram-positiva,
aerdbica ou anaerodbica facultativa, caracterizando-
se pela producdo de corpos paraesporais,
denominados cristais (BRosowsky et al., 2003) que
sdo formados por diferentes polipeptidios,
conhecidos como proteinas Cry, com atividade
inseticida a diversas ordens de insetos, além de
nematodides, protozoarios e dcaros (CaraLBoO et al.,
2005; GiLL et al., 1995). O entomopatégeno B.
sphaericus também é Gram-positivo, constatado com
frequéncia no solo, porém suas células vegetativas
possuem como principal caracteristica a presencga
de esporos esféricos que deformam o esporangio,
e isso lhe confere o aspecto de raquete (SiLva et al.,
2002). Ja B. cereus com esporos cilindricos e
elipticos, geralmente em posicdo central, é
considerada nao-cristalifera, embora possa causar
viruléncia e patogenicidade em espécies de insetos
cujo liquido intersticial médio tenha pH entre 6,6
e 7,4 (HaBis e ANDRADE, 1998).
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As transformagdes microbianas que se
observam no solo por conta das diferentes populagdes
que nele ocorrem, bem como suas distintas reacoes
quimicas, podem ser alteradas sempre que houver no
ecossistema algum tipo de interferéncia. Assim, na
aplicagdo de diversos tipos de manejo, podem existir
diferentes disponibilidades de substratos que
determinardo o favorecimento ou a inibig¢do do
estabelecimento dos diferentes grupos microbianos
(CastrO e PADRO, 1993).

As espécies de Bacilllus citadas podem ser
utilizadas no controle natural de pragas das
lavouras, uma vez que sdo entomopatégenos com
propriedades inseticidas, tornando-se um método
alternativo ao uso de inseticidas quimicos. Dessa
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
variagdo na frequéncia de  Dbactérias
entomopatogénicas pertencentes ao género Bacillus,
obtidas de amostras de solo coletadas em diferentes
sistemas de plantio de arroz irrigado do Rio Grande
do Sul, em diferentes etapas da cultura.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em Cachoeirinha, no
Rio Grande do Sul (29°55"30”,S; 50°58'21” W), regido
orizicola da planicie costeira, sendo a fonte de
irrigagdo da cultura proveniente do rio Gravatai. A
cultivar utilizada na realizagdo dos experimentos
foi IRGA 422CL, que se caracteriza por ser de ciclo
longo, como maior massa de grdo, tolerante ao
herbicida Only (Imazetopir) e ter como principal
caracteristica o controle de infesta¢cbes de arroz
vermelho.

As amostras de solo foram coletadas nos trés
sistemas de cultivo de arroz irrigado citados: pré-
germinado (SPG), convencional (SPC) e plantio direto
(SPD), e de uma area controle (C), sem plantio de arroz
irrigado por aproximadamente 12 anos, totalizando
quatro tratamentos (SPG, SPC, SPD e C) e trés
repeticdes. A area de estudo foi composta por 12
subareas de 1.120 m?, totalizando 13.440 m?2. Cada
subdrea foi interiormente dividida em dez parcelas de
112 m?2 para a aleatoriedade das coletas de solos, e os
sistemas de plantio foram separados entre si por
taipas de dois metros de distancia para evitar o
contato entre eles (Figura 1). A preparagdo das
subareas foi realizada com o auxilio da equipe do
IRGA (2005), conforme as Recomendacdes Técnicas da
Pesquisa do Sul do Brasil, para o ciclo da cultura do
arroz irrigado.
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Figura 1. Delineamento experimental da area de estudo
e respectivos tratamentos de culturas de arroz irrigado.
Cachoeirinha (RS) 2006/07

2.2 Coletas de solo

As coletas ocorreram no periodo que
compreende o ciclo do arroz irrigado no ano agricola
2006/2007 e foram efetuadas em trés épocas: antes do
preparo do solo em setembro de 2006 (1.7 coleta); apds
a irrigacdo e aplicacdo de fertilizantes, em novembro
de 2006 (2.7 coleta) e posterior a colheita, em margo
de 2007 (3.7 coleta). Em cada periodo e subarea, foram
coletadas dez amostras de solo com o auxilio de um
trado, e cada amostra corresponde a uma camada de
15 cm de espessura de solo. As amostras pertencentes
a mesma repeticdo e subdrea foram homogeneizadas,
tendo sido retirada uma amostra composta para cada
subdrea, em um total de 36 amostras de solo.
Posteriormente, foram acondicionadas em sacos
plasticos identificados (padrdo IRGA), mantidas na
estufa para secagem a uma temperatura de 40 °C,
moidas, peneiradas em malha padrdao (200 mm) e
encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia da
Unisinos para o isolamento de Bacillus spp.

2.3 Isolamento bacteriano

O isolamento das bactérias pertencentes ao
género Bacillus seguiu a metodologia descrita pela WorLD
ORGANIZATION (1985). Para tanto, um grama de solo foi
diluido em 10 mL de solugdo salina estéril (0,01 mM
CaCoz 7H,0; 0,08 mM MgSo,.7H,0; 0,006 mM
FeS04.7H,0; 0,07 mM MnSO,4. 7H,0; 0,006 mM
ZnS0O,.7H,0O; pH 7,0) e homogeneizado no vértex por um
minuto. Foi retirada uma aliquota de 1000 pL para o
processo de pasteurizagdo (12 minutos a 80 °C e 5 minutos
a4 °C), visando a sele¢do das bactérias esporulantes.
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Apos esse periodo, 500 pL da suspensao foi
diluida em 4,5 mL de solugdo salina. A solugdo
resultante foi homogeneizada no vdrtex, e dela foi
diluida uma aliquota de 500 pL em outros 4,5 mL da
mesma solugdo salina, atingindo uma proporgdo de
1/100. Dessa tltima, foram aplicados 100 pL em placa
de Petri contendo Agar Nutriente, a qual foi incubada
em estufa a 30 °C durante 24 horas. As colonias
crescidas individualmente no meio foram
quantificadas com o auxilio de um contador de
coldnias e analisadas morfologicamente através de um
estereomicroscopio (40x).

Os iné6culos foram acondicionados com
auxilio de palitos seletivos, contendo Meio Usual
Glicosado e antibiéticos (Penicilina-G e
Estreptomicina) e, posteriormente, submetidos a
incubador rotativo a 30 °C, 180 rpm durante 24 horas.
As culturas bacterianas que tiveram crescimento
positivo em um dos antibiéticos citados foram
analisadas em microscopia de contraste de fase
(1000x), objetivando identificar a presenca de B.
thuringiensis (Bt), B. cereus (Bc) e B. sphaericus (Bs).

2.4 Analises estatisticas

Para comparar as diferencas observadas na
frequéncia das espécies de Bacillus spp. entre os
diferentes tipos de plantio em cada fase da cultura do
arroz, foi utilizado o XZ, ou teste de permutacdo exata
(RoLF e BEnTZEN, 1989) com mil randomizag¢des. Esse
teste é util quando os valores esperados sdo muito
pequenos, como é o caso das frequéncias de Bacillus
observadas em determinadas etapas do presente estudo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No solo de arroz irrigado foram obtidas
bactérias esporulantes, das quais, 336 pertenciam ao
género Bacillus spp.. Dentre essas, 35,42% foram
identificadas como B. thuringiensis, 16,96% como B.
cereus, 9,52% como B. sphaericus e 38,10% como Bacillus
sp.. TRAVERs et al., (1987) selecionaram bactérias de
amostras de solos, e verificaram que, entre 20 e 96% eram
espécies formadoras de cristal pertencentes ao género
Bacillus, incluindo B. thuringiensis e B. sphaericus. Da
mesma forma, PoLanczyk et al. (2004) ao isolarem
microrganismos de solos orizicolas, encontraram 772
colénias bacterianas, das quais 50,27% eram isolados
de Bacillus. Dentre estas, 79,0% foram identificados como
B. thuringiensis e 21,0% como B. cereus.

CHIN et al. (1999) sugerem que as bactérias do
género Bacillus ocorrem frequentemente em solos de
arrozais e que Bacillus spp. sdo partes numericamente

Bragantia, Campinas, v.69, n.2, p.405-412, 2010

importantes da comunidade microbiana do solo. Esses
mesmos autores associam a ampla ocorréncia de B.
thuringiensis em ambientes terrestres, em relagdo as
demais espécies, devido a sua capacidade de
sobrevivéncia em condi¢des adversas e ao facil

transporte pelo vento, chuva e animais.

Ja Dias et al. (1999), isolaram Bacillus spp. de
diferentes areas da Argentina, inclusive de solos agricolas,
e obtiveram uma frequéncia de B. sphaericus maior (2,1%)
em relacdo a B. thuringiensis (1,6%). No entanto, SiLva et
al. (2002) obtiveram uma maior porcentagem de B.
thuringiensis (9,1%) em relagdo a B. sphaericus (5,1%) em
diferentes amostras de solos oriundas de todas as regioes
brasileiras (cultivadas e ndo cultivadas).

As analises estatisticas revelaram que nao
houve diferenca significativa nas quantidades de
Bacillus spp. isoladas em cada sistema de cultivo (SPG,
SPC, SPD) em cada fase da cultura (p>0,05). Devido
ao fato de as analises ndo serem consideradas
significativas, para comparar a variagdo de Bacillus
spp. entre as fases, foram utilizadas as frequéncias
totais das bactérias em cada fase da cultura nos
sistemas de plantio. Os dados das espécies de Bacillus,
nos diferentes sistemas de plantio em suas respectivas
fases, estdo indicados nas tabelas 1, 2 e 3.

Os resultados estao de acordo com os estudos
realizados por PFULLER et al. (2000), que analisaram
a frequéncia de microrganismos em diferentes
sistemas de plantio. Esses autores relataram que a
populagdo microbiana ndo diferiu significativamente
entre os sistemas de plantio, verificando-se maior
populacdo microbiana no SPC com 986,31 x 10*
propagulos de microrganismos g de solo seco e o
SPD com 943,89x10* propagulos de microrganismos/
gl de solo seco. O mesmo resultado foi observado nos
experimentos realizados por Castro e Prapo (1993),
nos quais foi constatada uma ordem de grandeza
préoxima a 107 bactérias/grama de solo,
independentemente do tipo de manejo aplicado.

Tratando-se das trés fases da cultura do arroz
irrigado, os resultados revelaram que houve diferenca
significativa nas espécies de Bacillus spp. nas fases de
plantio do arroz (p<0,01) (Figura 2), embora o ntimero
de coldnias bacterianas ndo tenha variado
significativamente entre cada fase da cultura (X2=2.036,
gl=2, p>0,05). Nos experimentos realizados por PFULLER
et al. (2000) houve variagbes no numero de
microrganismos entre as épocas de coleta do solo.
Esses autores mencionam que na primeira coleta
apresentou um maior nimero de microrganismos em
relagdo a segunda e sugerem que isso pode ser
explicado pelo estagio de desenvolvimento das culturas
de cobertura do solo (florescimento), desenvolvimento
que promove uma menor oscilagdo térmica do solo e
maior efeito rizésférico nas populagoes.
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Tabela 1. Frequéncia de isolados de Bacillus spp. em solos de sistemas de plantio antes do preparo do solo, em cultura

do arroz irrigado. Cachoeirinha (RS)

Tratamento B. thuringiensis B. cereus B. sphaericus Bacillus sp. Bacillus spp.
SPD 12 3 4 3 22
SPG 4 0 1 12 17
SPC 10 0 1 15 26
Total 26 3 6 30 65

SPD = sistema de plantio direto. SPG = sistema de plantio germinado. SPC = sistema de plantio convencional.

Tabela 2. Frequéncia de isolados de Bacillus spp. em solos de cultivo de arroz irrigado em diferentes sistemas de

plantio ap6s a irrigacao da cultura. Cachoeirinha (RS)

Tratamento B. thuringiensis B. cereus B. sphaericus Bacillus sp. Bacillus spp.
SPD 4 7 5 5 21
SPG 8 11 1 14 34
SPC 9 11 0 15 35
Total 21 29 6 34 90

SPD = sistema de plantio direto. SPG = sistema de plantio germinado. SPC = sistema de plantio convencional.

Tabela 3. Frequéncia de isolados de Bacillus spp. em solos de cultivo de arroz irrigado em diferentes sistemas de

plantio ap6s a colheita da cultura. Cachoeirinha (RS)

Tratamento B. thuringiensis B. cereus B. sphaericus Bacillus sp. Bacillus spp.
SPD 18 1 1 11 31
SPG 7 9 0 13 29
SPC 17 6 1 12 36
Total 42 16 2 36 96

SPD = sistema de plantio direto. SPG = sistema de plantio germinado. SPC = sistema de plantio convencional.
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Figura 2. Freqiiéncia de Bacillus spp. em amostras de solos
orizicolas em amostragens anterior ao preparo do solo
(1.%), ap6s a irrigacdo (2.7) e apds a colheita do arroz
(3.%) Cachoeirinha (RS)

No presente trabalho, em B. thuringiensis
observou-se maior ocorréncia apds a colheita do
arroz (47%), seguido da fase anterior ao preparo do
solo (40%) e pods-irrigacdo (21%). Esse mesmo
comportamento foi observado por GoNzALEs et al.
(2000), que detectaram a importancia das raizes das
plantas no aumento da sobrevivéncia dos esporos
de B. thuringiensis, ja que as raizes garantem
protecdao contra fatores negativos, biéticos e
abiéticos do solo. Por outro lado, B. cereus esteve
mais frequente apds irrigagdo do arroz (28%),
seguido da etapa da colheita (13%) e da fase
anterior ao preparo do solo (7%). YANEZ e CABRIALES
(2000) relatam que os esporos de B. cereus persistem
nas folhas de plantas por periodos prolongados. O
mesmo foi observado para B. sphaericus sendo mais
representativo apés a irrigagdo das areas orizicolas
(18%), mas com baixa variagdo nas fases anterior
ao preparo do solo (6%) e p6s-colheita (4%).
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As bactérias agrupadas como Bacillus sp.
tiveram maior ocorréncia na fase anterior ao
preparo do solo (47%), mantendo equilibrio durante
as fases de poés- irrigagdo (33%) e poés-colheita do
arroz (36%).

Nesse contexto, os dados referentes as cepas
de Bacillus spp., nos solos de cultivo de arroz irrigado
nas diferentes fases da cultura, podem ter sido
influenciados por fatores climéaticos (CoNsoL! et al.,
1995). Outro fator a ser considerado é a aplicacdo de
herbicidas, que foram utilizados no cultivo do arroz,
uma vez que exercem influéncia sobre os
microrganismos presentes no solo e sobre suas
atividades, fator que pode inibir a populacao
bacteriana no solo. As variagdes das frequéncias das
bactérias esporulantes em cada fase do plantio podem
ser observadas na tabela 4 e na figura 2.

Comparou-se também a frequéncia das
bactérias esporulantes em cada fase da cultura com
a area controle, caracterizada por ndo ter qualquer
tipo de tratamento. Os resultados revelaram que,
durante a 2.% coleta, houve uma variagdo significativa
das bactérias entomopatogénicas, amostrando-se os
dados das subéreas controle (p<0,01). Dessa forma,
os resultados revelam que a irrigacdo pode favorecer
a variagdo na frequéncia de Bacillus spp. Essa variagdo
pode ser observada principalmente no caso de B.
sphaericus, uma vez que foi a fase de maior predominio
deste entomopatégeno, representando 71,4% do total

de isolados constados durante a referida etapa da
cultura (Tabela 5).

A prevaléncia de B. sphaericus apds a
irrigacdo, ja havia sido abordada por Dias et al. (1999)
na Regido Sul do pais, onde este bacilo foi encontrado
mais frequentemente (2,23%) que B. thuringiensis
(1,6%). Fuxa (1992) observou que cepas de B.
sphaericus sdo capazes de permanecer vidveis no solo,
mesmo ap6s nove meses de sua liberagdo. Ja a
viabilidade de B. thuringiensis foi de oito semanas a
quase trés anos.

Em relacdo a comunidade microbiana no
solo, MIORELLI et al. (2005), constataram que a
manutencdo do solo em condi¢bes naturais e sem
cultivo aumenta a atividade microbiana. Apesar
disso, ndo é bem compreendida a variacdo da
diversidade microbiana em agroecossistemas, uma
vez que, em cada estagdo, pode ocorrer uma
comunidade microbiana dominante acompanhada
de outras menos abundantes, como visto nessa
pesquisa. Essas variacdes podem estar associadas
ao regime hidrico e também ao clima ou estagdes do
ano em cada regido, uma vez que a comunidade
bacteriana do solo pode ser encontrada em maior
numero no verao, de acordo com ROGERS e TATTER,
2001. Além disso, o teor e a qualidade dos residuos
vegetais constatados no solo, como a matéria
organica, pode influenciar da mesma forma a
comunidade bacteriana (ZiLLI et al., 2003).

Tabela 4. Quantidade de isolados de Bacillus spp. obtidos em diferentes amostragens em trés sistemas de cultivo de

arroz irrigado

Amostragens B. thuringiensis B. sphaericus B. cereus Bacillus sp.  Bacillus spp. x gl. p
1.2 37 7 6 45 95 - - -
2.2 25 34 21 39 119 - - -
3.2 57 16 5 44 122 - - -
Total 119 57 32 128 336 43.588 6 <0,01

1.* = antes de preparo do solo. 2. = ap6s a irrigacdo. 3. = ap6s a colheita do arroz

Tabela 5. Frequéncia de Bacillus spp. nas subareas controle durante a 2.% fase, que corresponde a pés-irrigacdo da

cultura
B. thuringiensis B. cereus B. sphaericus Bacillus sp. Bacillus spp.
C 4 5 15 5 29
Total da fase 25 34 21 39 119

C = subéreas controle.
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4. CONCLUSOES

1. Os dados correspondentes a frequéncia de
bactérias entomopatogénicas pertencentes ao género
Bacillus revelam a prevaléncia da espécie B.
thuringiensis nos trés sistemas de cultivo de arroz
irrigado (SPC, SPD e SPG). Considerando as fases da
cultura, B. thuringiensis teve sua maior ocorréncia apos
a colheita do arroz (42 UFC), sendo a predominancia
de B. cereus ap6s a irrigacdo da cultura (29 UFC),
porém a espécie B. sphaericus ocorreu com baixa
frequéncia nas trés fases avaliadas. A presenca de B.
thuringiensis na fase de poés-colheita pode estar
associada a ocorréncia de insetos-praga durante o
periodo de desenvolvimento da cultura, uma vez que
essa bactéria é considerada uma das mais importantes
espécies entomopatogénicas.

2. Assim, os resultados da presente pesquisa
demonstram que as praticas agricolas comumente
utilizadas na cultura do arroz irrigado, nos sistemas
de cultivo Convencional, Pré-germinado e Plantio
direto, ndo causam impactos significativos na
populacdo de bacilos entomopatogénicos presentes
no solo, especialmente B. thuringiensis, B. sphaericus
e B. cereus.
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