INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DE
MATO GROSSO
CAMPUS CUIABA - BELA VISTA
DEPARTAMENTO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO
CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA EM GESTAO AMBIENTAL

ROBERTA DAMIA MELO ALVES

DIVERSIDADE MICROBIANA COMPARATIVA DOS PARQUES
URBANOS DE CUIABA-MT, COM O USO DE CULTIVOS
CONVENCIONAIS E FERRAMENTAS MOLECULARES

Cuiaba
2017



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA DE
MATO GROSSO
CAMPUS CUIABA - BELA VISTA
DEPARTAMENTO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO

CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA EM GESTAO AMBIENTAL

ROBERTA DAMIA MELO ALVES

DIVERSIDADE MICROBIANA COMPARATIVA DOS PARQUES
URBANOS DE CUIABA-MT, COM O USO DE CULTIVOS
CONVENCIONAIS E FERRAMENTAS MOLECULARES

Trabalho de Conclusdo Curso apresentado ao
curso de Tecnologo em Gestdo Ambiental do
Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Estado de Mato Grosso, Campus
Cuiaba Bela Vista, para obtencdo de titulo de
graduado, sob a orientacdo da professora Dr?2
Sandra Mariotto.

Coorientadores: Dr2, Selma Batista e Professor
Pedro Araujo Campos.

Cuiaba
2017



Divisdo de Servicos Técnicos. Catalogacdo da Publicacdo na Fonte. IFMT Campus
Cuiaba Bela Vista
Biblioteca Francisco de Aquino Bezerra

A474d

Alves, Roberta Damid Melo.

Diversidade microbiana comparativa dos parques urbanos de Cuiaba
— MT, com o uso de cultivos convencionais e ferramentas moleculares. /
Roberta Damia Melo Alves. _ Cuiab4, 2017.

41 f.

Orientadora: Prof2. Dr2. Sandra Mariotto
Co-Orientadora: Prof2. Dr2. Selma Batista
Co-Orientador: Prof. Pedro Araujo Campos

Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo) . Instituto Federal de
Educacdo Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso. Campus Cuiaba — Bela
Vista. Curso Superior de Tecnologia em Gestdao Ambiental.

1. Microbiota do solo — TCC. 2. Areas verdes urbanas — TCC. 3.
rDNA - TCC. I. Mariotto, Sandra. Il. Batista, Selma. I11. Campos,
Pedro Araujo. IV. Titulo.

IFMT CAMPUS CUIABA BELAVISTA CDU 504(079.1)
CDD 504.06.98172




ROBERTA DAMIA MELO ALVES

DIVERSIDADE MICROBIANA COMPARATIVA DOS PARQUES URBANOS DE
CUIABA-MT, COM O USO DE CULTIVOS CONVENCIONAIS E FERRAMENTAS
MOLECULARES

Trabalho de Conclusao de Curso em Tecnologia em Gestdo Ambiental, submetido a
Banca Examinadora composta pelos Professores do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso Campus Cuiaba Bela Vista como parte dos
requisitos necessarios a obtengao do titulo de Graduado.

Aprovado em 28 de novembro de 2017.

L7/ %)

P lLs

: Prof. Dr?. Sandra Mariotto
Professora Orientadora — IFMT

0

Prof?. Msc Fernanda Silveira
Membro da Banca- IFMT

Ricardo Firmir/io de Sousa
Doutorando-€m Ecologia e Conservagéo da Biodiversidade-UFMT

Membro da Banca

Cuiaba - MT
Novembro de 2017



A Deus,

Por me dar sabedoria na construcéo
desse trabalho de conclusao de curso.

A minha familia,

Por fazer de mim o melhor que eu poderia
ser.



AGRADECIMENTOS

A todo corpo docente do IFMT, Campus Cuiaba-Bela Vista, pelo
conhecimento adquirido.

Agradeco a Dra. Sandra Mariotto, minha orientadora, por estar presente me
auxiliando com palavras de motivagéo diante das dificuldades surgidas no decorrer
das andlises moleculares. Possuo grande admiracdo pelo seu profissionalismo,
inteligéncia e humanidade. “Professora, as vezes me pergunto: qual o sentido da
vida? e ouco” “Roberta 5’>3".

Ao professor coorientador Pedro Araujo de Campos por esclarecer duvidas e
ajudar na construcao desta monografia.

A Dra Selma Baia Batista, minha coorientadora, que contribuiu muito em
todas as praticas microbiolégicas realizadas no desenvolvimento desta monografia.

Ao Msc Marcelo Costa, pela ajuda preciosa na parte estatistica e na busca
pelas licencas ambientais.

Ao professor Dr Jorge Silva, pelas importantes dicas e puxdes de orelha na
escrita do projeto de TCC.

A Msc Fernanda Silveira, pela colaboracdo em cada uma e todas as partes
desse processo, sempre muito disposta a ajudar.

A Dra Elaine Coringa, por ser motivo de inspiragdo diante de tamanho
conhecimento do assunto solos. Despertou em mim um gostar especial pelo
assunto.

Agradeco aos meus amigos: a Stephanny de Mone Viegas Duarte, pelo
tempo disponivel em sanar minhas inquietacbes e ajudar na estruturacdo do meu
trabalho; a Amanda Costa e Gabriela Fernanda, por se dispor a estar junto comigo
na caminhada das coletas nos parques urbanos; a Flaiza Barros pelo mapa com as

areas de amostragem do meu TCC.



“O papel dos infinitamente pequenos na natureza
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RESUMO

Os parques urbanos sado verdadeiros reflgios ecolégicos, nos quais espécies
animais e vegetais encontram abrigo e alimento, resultando numa maior abundancia
e diversidade dos seres vivos, em relacdo aos demais ambientes urbanos; e,
contribuem de modo significativo para a qualidade de vida e o equilibrio ambiental
nas cidades. A microbiota do solo tem um papel crucial na regulacdo e no
funcionamento dos ecossistemas, participando da ciclagem de nutrientes, essencial
a boa qualidade do solo, bem como, contribui para a nutricdo das plantas. Sendo
assim, esta pesquisa teve como objetivo analisar a diversidade bacteriana nos solos
dos parques urbanos de Cuiaba-MT, com o uso de cultivos convencionais, e
identificar géneros e espécies com o uso de ferramentas moleculares. Foram
realizadas coletas em dois periodos do ano com trés amostragens de solos de cada
um dos parques: Tia Nair; Massairo Okamura; Mie Bonifacia e Parque das Aguas.
Uma coleta na estacao seca, que ocorreu no inicio do més de setembro, e outra na
estacao chuvosa, no final do més de outubro. Os resultados desta andlise permitiram
demonstrar que a biodiversidade bacteriana esta atrelada ao grau de conservacgao
da vegetacdo nativa desses parques. Em relagdo ao cultivo convencional, as
analises dos morfotipos demonstraram variagdes nos distintos periodos, com maior
diversidade na estacdo chuvosa em relacdo a estacdo seca. Nas andlises
moleculares, foram utilizadas colénias das placas de cultivo para obtencdo do DNA
bacteriano por extragdo térmica, e posterior amplificagdo via PCR da regido rDNA
16S. Através do sequenciamento obteve-se a confirmacdo de uma maior diversidade
de géneros e espécies nos parques Mae Bonifacia e Massairo Okamura em
comparacio aos parques Tia Nair e das Aguas. Ferramentas de genética molecular
permitem a identificagcdo mais precisa e mais rapida para microrganismos, tendo em
vista que os cultivos e analises convencionais sdo caros, demorados e, na maioria
das vezes, inconclusivos.

Palavras-chaves: Microbiota do solo; Areas verdes urbanas; rDNA.



ABSTRACT

Urban parks are real ecological refuges, in which animal and plant species find
shelter and food, resulting in a greater abundance and diversity of living beings,
compared to other urban environments; and contribute significantly to the quality of
life and environmental balance in cities. Soil microbiota plays a crucial role in the
regulation and functioning of ecosystems, participating in nutrient cycling, essential to
good soil quality, as well contributing to plant nutrition. Thus, this research had the
objective of analyzing the bacterial diversity in the soils of the urban parks at Cuiaba-
MT, with the use of conventional crops, and to identify genera and species using
molecular tools. Samples were collected in two periods of the year with three soll
samples from each park: Tia Nair; Massairo Okamura; Mae Bonifacia and Parque
das Aguas. One collection in the dry season, which occurred in early September, and
another one in the rainy season, last week of October. The results of this analysis
allowed to demonstrate that bacterial biodiversity is linked to the degree of
conservation the native vegetation to these parks. In relation to conventional
cultivation, morphotype analyzes demonstrated variations in the different periods,
with greater diversity in the rainy season than to dry season. To molecular analyzes,
colonies of the culture plates were used to obtain bacterial DNA by thermal
extraction, and subsequent PCR amplification of the 16S rDNA region. Through
sequencing was possible to confirm a hight diversity of genera and species in the
Mée Bonifacia and Massairo Okamura parks compared to the Tia Nair and Parque
das Aguas. Genetics tools allow for more accurate and faster identification of
microorganisms, than conventional cultures, that expensive, time-consuming, and
most often not conclusive.

Keywords: Soil microbiota; Urban green areas; rDNA.
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1. INTRODUCAO

As areas verdes urbanas sao consideradas como o conjunto de areas
intraurbanas que apresentam cobertura vegetal, arbérea (nativa e introduzida),
arbustiva ou rasteira (gramineas) e que contribuem de modo significativo para a
qualidade de vida e o equilibrio ambiental nas cidades (MMA, 2012).

O MAPA (2002), salienta a importancia que a microbiota do solo tem,
desenvolvendo um papel crucial na regulacdo e no funcionamento dos
ecossistemas, além de apresentar um importante papel econémico e biotecnoldgico.

Segundo a EMBRAPA (2002), pode se dizer que, indiscutivelmente, o maior
celeiro do planeta reside na fracdo microbiana da biodiversidade. As limitacdes dos
métodos tradicionais aliados aos avancos tecnoldgicos da biologia molecular faz
com que técnicas moleculares sejam cada vez mais utilizadas nesses estudos.

A diversidade bacteriana é critica para o funcionamento do ecossistema,
devido & variedade de processos pelos quais sdo responsaveis as bactérias, com a
decomposicdo e ciclagem de nutrientes, a agregacdo do solo e a patogenicidade
(KENNEDY, 1999 apud MARTIN COBA, 2012).

Nas ultimas décadas vem surgindo na biologia uma infinidade de campos e
subcampos relacionados ao sequenciamento de genomas, que se trata do DNA total
de um organismo. A principio pode-se apresentar a falsa ideia em torno da possivel
facilidade em codificar, decifrar, as sequéncias das letras, A,T,C e G que sdo 0s
chamados nucleotideos, isso exige um trabalho minucioso. O conhecimento sobre a
composicao e fisiologia de microrganismos no solo, pode ser de grande auxilio nas
técnicas de recuperacdo de areas degradas, além de despertar interesse biolégico
com os estudos desses genes (THOMPSON e THOMPSON, 2016).

De acordo com Hungria e Vargas (2003), hoje com o avanc¢o obtido nas
técnicas de biologia molecular, torna-se cada vez mais rotineira a analise do material
genético: o genoma das bactérias. A avaliacdo genética tem sua importancia
particular e é decisiva, por exemplo, quando ha necessidade de distinguir entre duas
estirpes examinadas fenotipicamente muito parecidas, ou quase idéntica.

Devido a essas caracteristicas, os microrganismos do solo sado considerados

como indicadores sensiveis para avaliar o impacto antropogénico sobre os
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processos bioldgicos do solo (Dick, 1994; Doran & Parkinson, 1994; Turco et al.,
1994).

Manfio (2003), também evidencia a preocupacdo com a sustentabilidade
ambiental, ao destacar que o homem vem quebrando a relacdo harmoniosa com que
a natureza sempre desenvolveu seus ciclos naturais. Diante deste cenario, se torna
cada vez mais essencial o estudo da microbiota do solo dos parques urbanos, que
representam um ponto de encontro de pessoas com intuito de realizar atividades
fisicas, além de serem locais que proporcionam aos seus usuarios uma melhor
qualidade ambiental urbana, sendo considerados fragmentos florestais de
conservagao e preservacao ambiental de fauna e flora.

Foi objetivo do presente estudo, analisar a diversidade de bactérias em solos
dos parques urbanos de Cuiaba-MT, através de cultivos convencionais e com

ferramentas moleculares, visando correlacionar ao grau de antropizagao.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 PARQUES URBANOS

Segundo Vila Nova e Guarim (2008), as vegetacOes nativas que antes
ocupavam grandes areas, além de estarem sendo destruidas rapidamente, sao
frequentemente divididas em grandes pedacos pela atividade humana. Quando a
vegetacao é destruida, fragmentos destas geralmente sdo deixados para tras, sendo
afastados um dos outros pelas modificagdes que o homem impde em sua paisagem.

De acordo com Melazo e Colesanti (2003, p. 5), com relacdo ao
surgimento dos parques, (...)

0S parques surgem como equipamentos urbanos complementares
para as cidades urbano-industriais que surgiam proporcionando um
local de lazer e recreacdo. A principio, as idéias de parques na
Inglaterra estavam ligadas ao modelo de jardins, com influéncias de
culturas e artes orientais, modelados e planejados paisagisticamente
de acordo com a disposicao dos elementos naturais pré-existentes.
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Nos limites urbanos de uma cidade, a Unidade de Conservacéo geralmente
presente, € denominada Parque Urbano. Dentre as vérias classificacdes sobre

parque urbano, Kliass (1993), define os parques urbanos:

[...] como espacos publicos com dimensdes significativas e
predominancia de elementos naturais, principalmente cobertura
vegetal, destinado a recreacdo. E ainda complementa que, na
verdade o parque é um fato urbano de relativa autonomia interagindo
com seu entorno e apresentando em seu bojo condi¢cdes de absorver
a dindmica da estrutura urbana e dos habitos da populacéao.

GUARIM NETO (1991), destaca que a cobertura da area urbana de Cuiaba
€ constituida principalmente por &reas do Cerrado, Cerraddo, Mata Ciliar e
vegetacdo exdtica. A vegetacdo nativa da regido e as areas remanescentes do
Cerrado formam um verdadeiro cinturdo em torno da area urbana.

A macro-zona urbana de Cuiabd, capital Matogrossense, possui 251,94 km?2
de area e localiza-se na provincia geomorfolégica denominada Baixada Cuiabana,
entre as coordenadas geograficas 15° 35 e 36" de latitude sul e 56° 06’ e 01” de
longitude Oeste de Greenwich.

A influéncia de area verde para o conforto térmico na cidade Cuiaba tem
sido discutida, com objetivo de demonstrar a importancia da cobertura vegetal.
Pesquisando-se a historia da urbanizagcédo na cidade percebe-se a correlacdo entre a
urbanizacdo mais intensa e o aumento da temperatura minima média anual. A
modificacdo dos parametros da superficie da atmosfera pela urbanizacdo deu
origem &s chamadas ilhas de calor em Cuiaba-MT (MAITELLI, 1994; GUARIM e
VILANOVA, 2008).

O termo “solos urbanos” refere-se a solos que se encontram no meio urbano
e tem sido referenciado frequentemente em artigos cientificos de revistas
internacionais (PEDRON et al., 2004). A sociedade Internacional de Ciéncia do Solo
(ISSC), também tem empregado este termo com frequéncia com especial atencao
nos ultimos congressos mundiais de ciéncia do solo, (Franca, 1998 e Tailandia,
2002). Desta forma, o termo “solos urbanos” teria a fungao de ressaltar o uso do solo
e apontar para um conjunto de possiveis modificagbes nas suas propriedades,

tipicas do meio urbano.

2.2 MICRORGANISMOS DO SOLO

Russel (1973), em seu classico livro “Soil Conditions and Plant Growth”,

definiu como fértil o solo que tem, em formas acessiveis para as plantas, um estoque
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adequado de nutrientes ou com uma populacdo microbiana capaz de liberar,
rapidamente os nutrientes necessarios para assegurar o crescimento das plantas.
Segundo este autor, solo infértil seria aquele que ndo reune as condicfes acima
mencionadas, como por exemplo, o solo destituido de microrganismos, ou onde

estes imobilizem, em suas células, os nutrientes necessarios para as plantas.

O isolamento e identificacdo de microrganismos a partir de fontes naturais
tem sido uma ferramenta amplamente utilizada para obtencédo de estirpes Uteis e
geneticamente estaveis. O estudo da diversidade de microrganismos do cerrado
pode desvendar o efeito da perturbacdo no ecossistema, pode descobrir novos
taxons com potencial para aplicacdes biotecnoldgicas; e principalmente, analisar a
diversidade microbiana nestes ecossistemas. Analisar a comunidade obtida em
diferentes locais € importante para compreender a distribuicdo das comunidades
nestes sistemas (ALVARENGA, 2011).

Isoladamente, microrganismos decompositores de uma s6 espécie nao sao
bioguimicamente versateis, limitando-se a degradar alguns tipos de estruturas
biolégicas. No entanto, é a diversidade de microrganismos envolvida no processo
de decomposicéo, que permite que espécies diferentes consigam quebrar estruturas
bioquimicamente mais complexas. O trabalho conjunto de fungos e bactérias
consegue decompor completamente plantas e animais mortos (RIBEIRO et al.,
2016).

A qualidade do solo esta relacionada a atividade microbiana, ou seja, a
reacles biolégicas e bioquimicas catalisadas pelos microrganismos. Essas reacdes
sdo responsaveis pela decomposicdo de residuos de plantas, animais, industriais,
pela ciclagem biogeoquimica, incluindo a fixacdo de Nitrogénio, pela formacao de
agregados do solo e pela taxa de decomposicdo de materiais organicos (ELSAS,
1997).

2.3 O CULTIVO CONVENCIONAL DA MICROBIOTA

Os microrganismos tal como outros organismos vivos necessitam de obter

0s nutrientes apropriados do seu meio ambiente. Assim, se queremos cultivar e
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manter microrganismos vivos em laboratério faz-se necessario colocd-los em meios
de cultura, contendo os nutrientes apropriados para o seu crescimento. Para além de
nutrientes, é igualmente necessario que as condicdes de oxigénio (presenca ou
auséncia), pH e pressdo osmotica sejam adequadas ao crescimento desses
microrganismos (SEELEY,1991).

O crescimento dos microrganismos nos diferentes meios de cultura
utilizados fornece as primeiras informacdes para a sua identificacao.
E importante conhecer o potencial de crescimento de cada meio de
cultura e adequar ao perfil bacteriano esperado para cada material.
Alguns procedimentos séo essenciais na hora da preparacdo de cada
meio de cultura para a obtencdo de melhores resultados e evitar
contaminag@es, como nos diferentes casos: quando distribuir o meio
antes de autoclavar, os tubos n&o precisam estar esterilizados;
qguando distribuir o meio apds a autoclavacdo, os tubos, frascos,
placas, pipetas e vidrarias ou materiais auxiliares obrigatoriamente
devem ser estéreis e 0os meios devem ser autoclavados com as
tampas semi abertas, para que a esterilizagéo seja por igual em todo
0 conteudo dos tubos - tampas fechadas ndo permitem a entrada do
vapor (GRIFFITHS, 2006).

A contagem de microrganismos do solo em meios de cultura definidos, e
posterior estudo de suas caracteristicas sejam talvez o método mais comum de se
avaliar a diversidade microbiana do solo (ATLAS, 1984). Apesar de simples e rapido,
este método € insensivel a mudancas rapidas nas comunidades microbianas, além

de avaliar uma pequena porcdo da comunidade total de microrganismos do solo.

A contagem de microrganismos no solo é uma medida que podera ser obtida
diretamente por microscopia ou estimada por métodos indiretos, quando o0s
propagulos existentes na amostra sdo capazes de formar colbnias em meios
artificiais. Dessa maneira, em qualquer que seja 0 método empregado, havera
selecdo dos microrganismos, seja pelo meio de cultura utilizado ou pelas condi¢cdes
ambientais do cultivo. Esse procedimento detecta um numero menor de espécies de
microrganismos que ocorre naturalmente no solo, pois favorece o crescimento de um
pequeno grupo de espécies de metabolismo rapido e adaptadas a sobreviver em
solo relativamente deficiente em nutrientes (BROOKES & MCGRATH, 1984;
JAHNEL 1997; ELSAS, 1997).

2.4 FERRAMENTAS MOLECULARES COMO FATOR DE IDENTIFICACAO DE
ESPECIES
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A aplicacdo de técnicas moleculares em estudos de ecologia microbiana tem
sido frequentemente utilizada para explorar a diversidade microbiana e analisar a
estrutura das comunidades existentes. As abordagens moleculares independentes
da cultura provaram serem ferramentas poderosas na criacdo de um inventario mais
completo da diversidade microbiana em amostras ambientais; e, técnicas de PCR
como: Nested PCR e Box PCR tendo sido aplicadas para avaliar a microbiota do
solo. A avaliacdo da diversidade em solo de Cerrado € um aspecto importante na

busca da manutencao da biodiversidade deste solo (MMA, 2010).

A extracdo de DNA do solo envolve basicamente a ruptura de células
microbianas presentes na amostra, e, portanto, DNA de um grande numero de
microrganismos. Quanto maior a diversidade microbiana no solo mais sequéncias
diferentes de DNA serdo encontradas nas amostras; porém, o conjunto de primers
apropriados é de extrema importancia, para confirmar e ampliar os resultados
encontrados (ALVARENGA, 2011).

Os métodos de eletroforese que sdo utilizados a partir da PCR, consistem
em separagdo e visualizagdo de fragmentos de DNA em gel de eletroforese de
acordo com as diferencas em suas sequéncias de nucleotideos. A riqueza de
espécies, um dos parametros de biodiversidade, pode ser estimada a partir de
nameros de bandas obtidas ao fim da analise, mudancas ocorridas entre 0s
membros da comunidade e também a identificacdo filogenética dos mesmos
(ASCHER, 2010).

A técnica de sequenciamento das regides amplificadas, a partir da PCR, em
regibes de DNA com até 900 pares de base de comprimento, sdo rotineiramente
sequenciados pelo chamado método Sanger de sequenciamento ou método de
terminacdo da cadeia. O método Sanger foi desenvolvido pelo bioquimico britanico

Fred Sanger e seus colaboradores, em 1977.
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3. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados nos parques Tia Nair (TN), Parque das Aguas
(PA), Mae Bonifacia (MB) e Parque Massairo Okamura (MO), (figura 1).

Foram realizadas duas coletas de amostra de solos, sendo uma na estacao
seca no inicio de setembro de 2017 e outra na estacdo chuvosa no final de outubro
de 2017.

O delineamento experimental foi realizado em trés pontos estratégicos nos
parques, considerados neste trabalho, arbitrariamente, como: a) areas vegetacao
exotica, b) areas vegetacdo semi nativa, e c) areas mata nativa. Os parques Tia
Nair e Parque das aguas serdo de referéncias de area alterada, ja o parque Mae
Bonifacia e o Massairo Okamura serdo considerados como area testemunha, devido

a maior conservacao de mata nativa.
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Figura 1: Mapeamento dos pontos amostrados. Poligonos: Estrela, Retangulo e Triangulo referem-se
as trés areas coletadas por parque. Fonte: Resultados da pesquisa.
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Em cada area de coleta foram delimitados trés pontos de 1mz; dentro desse
quadrante foi tracada uma linha em diagonal, coletando trés subamostras simples,
formando uma amostra composta, com uma profundidade de até 20 cm, resultando
em trés amostras compostas de solo por parque (Figura 2). As amostras foram
embaladas em sacos estéreis, vedadas e levadas para analise no laboratério de
Biotecnologia (IFBiotec), do Instituto Federal de Mato Grosso, Campus Cuiaba-Bela
Vista.

Figura 2: Areas de coleta. A- Parque MB; B- Parque PA; C- Parque MO e D- Parque TN. Fonte:
Resultados da pesquisa.

Para o cultivo das bactérias foi utilizada a metodologia preconizada por
Jungueira e Silveira (2010), com algumas modificacbes. Em tubos tipo falcom de 50
ml, contendo uma solucao extratora (Tween 80, Pirofosfato de Sédio e pérolas de
vidro), foram adicionadas 5 g de cada amostra de solo e posteriormente
homogeneizadas em vértex, para proceder a diluicdo seriada (até 10°) em &agua
destilada esterilizada e Cloreto de Sédio (solugdo salina). Foram preparadas placas
de cultivo com o meio nutritivo Tryptone Soya Agar (TSA), que propicia 0
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crescimento de bactérias heterotréficas totais (BHT) e viabiliza a quantificacdo de
bactérias do solo. Para o crescimento, foram pipetadas 100ul dessas diluicbes e
inoculadas nas placas de Petri. As amostras foram incubadas entre 35 a 37°C para o
crescimento das colbnias por 48hs.

Para andlises morfotintorias de Gram, desenvolvida em 1884 pelo
bacteriologista dinamarqués Hans Christian Gram, foram coletadas col6nias
bacterianas com ponteiras estéreis e fixadas com algca drigalsk em laminas de
microscopio (esfregaco). Apds, foram feitas as coloracdes com os corantes: cristal
violeta, deixando um minuto e descartando o excesso, seguido de aplicacdo de iodo
por um minuto. As laminas foram lavadas com fio de agua, cobriu- se com alcool
70%, e apoOs remocao do alcool foi adicionado o corante fucsina, deixando agir por
trinta segundos, para a lavagem final em agua corrente.

Para a estimativa em percentual, das andlises dos cultivos convencionais,
utilizou-se a regra de trés, relacionando trés parques, doze areas, trés diluicdes e ao
final, trinta e seis diluicdes que constam no quadro em anexo.

Para as técnicas moleculares foi extraido o DNA total das col6nias atraves da
lise térmica, técnica na qual consiste da coleta de colbnias com ponteiras estéreis,
as quais sao diluidas em 100ul de agua ultrapura, em microtubos, para posterior
aquecimento e ruptura das células. Esses microtubos foram colocados em suportes
e aquecidos a 95°c por 10min em banho maria. Posteriormente centrifugado por
10min a 13000 rpm, retirado o sobrenadante e colocado em novos microtubos
autoclavados. Adicionou-se a enzima RNAse para remover residuos de RNA
presentes na amostra e, apds 5min, armazenados a -20°C.

Na Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR, desenvolvida por Kary Mullis em
1983) utilizou-se uma pequena aliquota do DNA extraido e um mix PCR, contendo
os reagentes: 0,5ul de cada primer universal 16S (F e R), 0,75ul de Cloreto de
Magnésio, 0,2ul da enzima DNA Taq polimerase, 2,5ul de tampé&o de equilibrio da
reacdo e 0,5ul de dinucleotideos suficientes para a amplificacdo dos genes;
finalizando com 1ul de DNA da amostra para compor ao final um volume de 25ul em
cada microtubo da PCR.

Para a amplificacdo dos fragmentos dos genes 16S rDNA foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores 968 Forward (5 AAC GCG AAG AAC CTT AC 3) e
1401 Reverse (5' CGG TGT GTA CAA GAC CC 3' (Nubel et al., 1996)) e, para a
identificacdo das espécies, foi realizada a técnica de RFLP-PCR, gene 16S rDNA,
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segundo protocolo proposto por Borrel et al., 1997, com uso dos primers 16SAer-F
5-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3' e 16SAer-R 5'- GGTTACCTT GTTACGACTT-3".
As temperaturas dos trés ciclos foram: 94°C 2’; 94°C 45”; 55°C 45” e extensao a 72°
C 7’; 4°C.

Para verificar a amplificacdo do gene 16S via PCR utilizou-se um gel de
agarose em tampéo de eletroforese, com o uso de um fluoréforo aderente ao DNA
amplificado (GelRed®, Biotium), o qual aparece excitado sob a luz UV do
transiluminador. Para o controle padrdo de bandas positivas, utilizou-se um DNA
Ladder comercial 100kb (Kasvi) com fragmentos de pesos moleculares conhecidos.

Para verificar a integridade das sequencias foi utilizado o programa Geneious
7.1, disponivel online. Estas foram posteriormente comparadas com organismos ja
identificados (disponiveis no BLAST- www blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi....) para

verificar o grau de similaridade genética.

Figura 3: Procedimentos realizados em laboratério para obtencao, cultivo e identificacdo dos
microrganismos. Fonte: Resultados da pesquisa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TIPAGEM MORFOLOGICA

No ambiente, 0os microrganismos encontram 0s nutrientes nas mais variadas
formas de elementos organicos e/ou inorganicos com funcdes de promover o seu
crescimento. As avaliacdes de diversidade microbiana fornecem indicativos sobre a
variedade e a variabilidade, em termos de numero (riqueza) e abundancia
(equitividade), de espécies presentes no solo (MENDES et al., 2011).

Desta forma, em laboratorio usam-se meios de cultivo que fornecam as
bactérias as condi¢cdes mais préoximas daquelas encontradas em seu habitat, e a
partir disso, espera-se que crescam de forma satisfatéria. Nestes meios, foram
distribuidas as aliquotas das amostras coletadas para observacdo da morfologia

colonial, as quais cresceram satisfatoriamente, de acordo com o que se evidencia na

figura 4.
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Figura 4: Morfotipos de isolados bacterianos crescidos em meio TSA. Fonte: Resultados da
pesquisa.

Conforme as bactérias se alimentam do meio de cultura nutritivo em que se
encontram elas se multiplicam. A partir de algumas horas comegam a se amontoar
podendo ser visiveis a olho nu. A esse conjunto formado da-se o nome de colbnias
bacterianas e essas caracteristicas, visiveis a olho nu, € o que chamamos de

morfologia, e através disso identificamos previamente o microrganismo.

De acordo com Tortora (2003), o método da coloracdo de Gram consiste em
diferenciar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O principio da técnica esta
baseado na diferenca de composicdo da parede de diferentes bactérias e na
capacidade que elas apresentam de reter os corantes utilizados.

Historicamente tanto a coloracdo de Gram quantos as formas bacterianas
foram descritas a partir do século XXIV, e com o0s avan¢gos de microscopia,;
possibilitando a visualizacdo da morfologia bacteriana. As bactérias Gram negativas
(cor vermelha) e Gram positivas (cor roxa); suas formas (bacilos e/ou cocos) e
guanto aos arranjos e esporulacdo. As coldnias podem ser agrupadas de acordo
com suas caracteristicas macroscopicas, como o tamanho, a forma, a elevacéo, as
bordas, a estrutura, o brilho, a cor e o0 aspecto. Para esse trabalho foram definidos
morfotipos bacterianos do solo visualizados em microscoépia sugerindo diversidade
nos parques amostrados.

Foi observado que, tanto no Parque das Aguas quanto no Parque Tia Nair ,
que sao consideradas areas com menor quantidade de mata nativa e maior area
com vegetacdo exotica (tamanho das areas e uso do local), apresentaram poucas
bactérias do grupo das Gram positivas no periodo seco (percentual nao
significativo). Porém, no periodo chuvoso, estas mesmas areas amostradas
evidenciaram um percentual de 6% com grupos de Gram positivas (figura 5 e 6),
sendo considerado, mesmo assim, uma quantidade baixa para 0s grupos
bacterianos nativos do solo.

A maioria das bactérias do grupo das Gram negativas esta relacionada a
enterobacterias, ou seja, bactérias que tem seu habitat no intestino de animais de
sangue quente. Classicamente, o indicador microbiolégico mais utilizado tem sido,
em termos praticos, o grupo dos coliformes. O termo coliforme engloba um amplo

grupo de bactérias que vivem no trato digestivo de vertebrados, sdo aerdbias ou
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facultativas, gram-negativas, ndo formadoras de esporos e capazes de fermentar
lactose em 48 horas apds a incubacdo a 35°. Segundo essa definicdo, coliformes
englobam os géneros bacterianos Escherichia, Klebsiella e Enterobacter (Brock &
Madigan, 1991, citado por Turco & Blume, 1999).

Nos parques amostrados h4 presenca constante de animais silvestres como
pacas, cutias e patos, além dos visitantes urbanos, ratos e humanos. Nos Parques
Tia Nair e Parque das Aguas sdo permitidos também pets (cdes, gatos). Esses
animais estdo nos arredores e alguns dentro da agua das lagoas, depositando
excrementos e excregdes. Os antigos lagos e nascentes naturais nos dois parques
foram transformados em lagoas artificiais. No periodo da seca a agua desses
reservatorios € eventualmente utilizada para molhar os pontos amostrados.
Segundo essas informacfes, podemos inferir que o percentual de bactérias Gram

negativas encontradas pode estar relacionado ao impacto de uso dos locais.

61%

56%

44%

33%

PA e TN seca PA e TN chuvosa
B GRAM + ® GRAM - GRAM MISTO

Figura 5: Gréfico evidenciando a diversidade de morfotipos bacterianos com coloracdo de Gram e
sazonalidade e, imagem de bacilos Gram negativas visto em microscopia de campo claro. Aumento
de 1000x. Fonte: Resultados da pesquisa.

Os parques Mae Bonifacia e Massairo Okamura, que sao parques com maior
area de vegetacdo nativa, ndo demonstram em seus resultados que os periodos
interferiram quanto a composicdo das bactérias dos distintos grupos, evidenciando
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apenas um discreto aumento na estacdo chuvosa de Gram positivas e mistas (figura
5). Este resultado pode indicar que a vegetacao nativa nesses dois parques mantém
a estabilidade dos microrganismos nativos do solo e estes ndo se alteram

significativamente, apesar da estiagem.

B GRAM + ® GRAM - GRAM MISTO

44%

33%
28% 28% 28%

MO e MB Seca MO e MB Chuvosa

Figura 6: Comparativo entre os parques relacionando os periodos secos e chuvosos e os grupos de
bactérias Gram positiva e Gram negativa. Fonte: Resultados da pesquisa.

As formas bacterianas de cocos apresentam-se ovais, arredondadas e
achatadas; quando elas se reproduzem podem formar pares dando origem a
arranjos. Foram encontrados nesta pesquisa: estreptococos, sarcina e bacilos.
Segundo Kloepper (1997), estes se caracterizam por apresentar forma de
bastonetes, aerébias ou anaerodbias facultativas, com parede celular estruturada em
multicamadas e formacdo de endosporos resistentes a diversos fatores abibticos,
como calor, frio, condicbes extremas de pH, pesticidas, fertilizantes e ao tempo de
estocagem.

Em relacdo as formas que as bactérias se apresentaram nos solos dos
parques (TN e PA), os resultados apontam dados proximos no periodo chuvoso e
seco com uma diferenca pouco significativa, de 6% de bacilos, no periodo chuvoso.
A maior diversidade das formas de bacilos e cocos nos dois periodos, demonstra
caracteristica de ndo dominancia de apenas uma forma bacteriana. Quando isso
ocorre, podemos inferir que a variacdo de formas € uma das caracteristicas do que

chamamos de diversidade (figura 7).
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mCOCOS mBACILOS BACILOS e COCOS
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Figura 7: Comparativo entre os parques relacionando os periodos secos e chuvosos com as formas
bacterianas. Fonte: Resultados da pesquisa.

Diante disso, os parques Mé&e Bonifacia e Massairo Okamura demonstraram
maior quantidade de bacilos na estacdo seca com 55,55%, e no periodo chuvoso um
percentual de 22,20%. Bactérias do tipo cocos foram observadas apenas no periodo
chuvoso, tendo assim a morfologia mista, cocos e bacilos, em maior quantidade

nesta sazonalidade (figura 8).
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Figura 8: Variavel relacionada & forma bacteriana e os periodos secos e chuvosos dos Parques com
maior area de vegetagdo nativa conservada. Fonte: Resultados da pesquisa.

O estresse fisiologico imposto pela seca pode reduzir a diversidade
microbiana total, interferindo também em seus morfotipos (SCHIMEL et al., 1999).
As variagdes sazonais de umidade podem afetar as comunidades e a diversidade
microbiana do solo, bem como suas atividades. O estresse hidrico pode induzir
prejuizos para os microrganismos. Segundo Billi et al., (2002), a agua é requerida
para estabilizar o microambiente celular que influencia as propriedades fisiolégicas,
na regulacdo de proteinas, expressdo génica, conservacao da membrana, estrutura

e funcéo celular.

Observou- se poucos arranjos referentes a estacdo seca, 13,88%. A
esporulacédo foi observada em 86,11%, demonstrando que as bactérias em sua
grande maioria possuem esporos, prevalecendo esporulagdo mista. Quando se diz
gue a maior porcentagem gerada foi mista, significa compreender que existem varios
isolados observados na mesma lamina, onde foram evidenciadas as duas formas de

bactérias mais provaveis de se encontrar no solo.

Os bacilos apresentam apenas um plano de divisdo celular, a partir disso
formam arranjos. Estes arranjos foram observados nas laminas de microscopia para

essa pesquisa os denominados estreptobacilos, (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo em microscopia de campo claro dos dois grandes grupos bacterianos.
Gram positiva (cor roxa) e Gram negativa na forma de bastonetes (cor vermelha), demonstrando que
em seu plano de divisdo celular obteve arranjos estreptobacilos. Fonte: Resultado da pesquisa.

A maior diversidade de arranjos observada pela microscopia foi na estacao
chuvosa (Figura 10). Desse modo verifica-se que a pluviosidade tem participacéo
fundamental no desenvolvimento bacteriano no solo, provavelmente por gerar um
microambiente favoravel a esses microrganismos, podendo inclusive propiciar novos
arranjos gendmicos e génico entre estes tendo em vista que; segundo Ledeberg e
Tatum (1946), conjugacao bacteriana € o processo sexual de transferéncia de genes
de uma bactéria doadora para uma receptora. As bactérias podem trocar material

genético e formar proles recombinantes.

Conforme Catelan e Vidor (1990), as diferentes condi¢cdes climaticas
ocasionadas pelas estacfes do ano alteram as relagcdes que ocorrem entre o0 solo e
a cobertura vegetal, especialmente nas regides subtropicais. Sendo assim, a
atividade microbiana do solo também apresentara flutuacdo intra-anual,
principalmente nos primeiros centimetros, onde a umidade e a temperatura podem

variar com maior frequéncia.
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Figura 10: Comparativo entre os parques relacionando os periodos secos e chuvosos e 0s arranjos
morfolégicos. Fonte: Resultados da pesquisa.

Os isolados foram submetidos a uma triagem de modo a serem separados
por caracteristicas morfotintoriais como: parede celular (Gram positivo e Gram
negativo); formas (bacilo e cocos); arranjos e esporulagcdo, apdés uma contagem
geral pelo método de analise combinatdria da quantidade de morfotipos que cada
parque poderia conter, foram obtidos os resultados expostos na Figura 11.

O pargue Tia Nair apresentou maior quantidade de morfotipos na estacao da
seca. Isto pode ser justificado pela interferéncia antropica no local, como processos
de irrigacdo e o fluxo de pessoas e animais, 0s quais podem favorecer um grupo
bacteriano em detrimento a outro; além do tamanho reduzido da area, que pode
sofrer impactos bruscos com as mudancas climéticas. O segundo parque, o Parque
das Aguas, se inferiu ndo manter o equilibrio da microbiota nativa, por ser o mais
recente entre os parques pesquisados, e parte da microbiota al6ctone, através da
insercado de solo tipo “terra preta” para plantio de gramineas, palmeiras e outras
plantas exdticas.

Em relagdo aos parques Méae Bonifacia e Massairo Okamura, seus morfotipos
estdo em equilibrio, fato esse que justifica sua conservacdo pela manutencdo da
maioria da vegetagcdo nativa e pelo tempo de estabilizagdo das éareas; além da

proibicdo de acesso de animais exoticos e domésticos.
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Figura 11: Quantidade geral de morfotipos por parques visualizados em microscopia de campo claro.
Fonte: Resultados da pesquisa.

4.2 TECNICAS MOLECULARES

As técnicas moleculares vém sendo utilizadas como um complemento dos
resultados dos métodos convencionais. A introdu¢cdo da PCR (amplificacdo) e
corrida eletroforética em diagnostico microbiano estabeleceu uma alternativa viavel
aos métodos tradicionais de cultura (Marlolony et al.; 2003). Esta técnica apresenta
diversas vantagens em relacdo aos métodos convencionais, como maior poder de
tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez, bom limite de deteccéo, maior seletividade
e precisado (Bush e Nitschko, 1999). Talvez o maior ganho das técnicas moleculares
em relacdo &s convencionais esteja na possibilidade de se trabalhar com bactérias
gue ndo sao cultivaveis em meios de cultura diversos (MENDES et al., apud WARD,
1990).

Segundo Destro (1995), avancos de biologia molecular propiciaram varias
técnicas de identificacdo genética com resultados mais confiaveis e réapidos. Os
resultados aqui obtidos através da amplificacdo dos genes 16S rDNA e 16S Aer,
(figura 12) confirmam que as técnicas moleculares para identificacdo de organismos
sdo mais conclusivas que as convencionais. Utilizando a técnica de PCR e
sequenciando o DNA amplificado, podemos afirmar com maior confiabilidade sobre
0 género e/ou espécie. Isto € possivel utilizando-se de sequencias amplificadas via
primers espécie-especifico ou copiando e colando as sequéncias obtidas e

comparando a outras sequencias depositadas em bancos mundiais de dados
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genéticos, como no BLAST, que foi a metodologia escolhida nesse trabalho. A partir
do sequenciamento, também se pode analisar o grau de diferenciacdo entre os

individuos e seus congéneres, utilizando diversos programas de bioinformatica.

Figura 12: Gel de eletroforese evidenciando as regides amplificadas de rDNA 16S, a partir da PCR,
de 1 a7, com bandas de 400pb . No poco 9 do gel, a banda 16S Aer com cerca de 787pb. No
numero 10 o marcador comercial (Ladder). Fonte: Resultados da pesquisa.

O sequenciamento das vinte e duas amostras que amplificaram com o uso
dos primers neste trabalho, possibilitou a comparacdo destas com dados ja
existentes, e agruparam as amostras em sete géneros: Enterobacter, Lysinibacillus,
Cedecea, Pantoea, Bacillus, Pseudomonas e Salmonella, com alto grau de
identidade genética para espécies, variavel de uma amostra para outra, entre 79 e
99% (figura 13). As barras azuis referem- se a identidade genética que vem
representada pelo percentual (probabilidade) daguela determinada amostra ser do
género/espécie existente no banco de dados gendémicos.
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Género Bacteriano e Identidade Genética
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Figura 13: Identificacdo de géneros/espécies de bactérias, via BLAST, apds sequenciamento dos
genes 16S rDNA e 16S Aer. Fonte: Resultados da pesquisa.

Comparar alternativas de analise e distintas metodologias em laboratoério
demanda de tempo, esforco e dedicacao, porém, é de extrema relevancia para a
objetividade e determinacdo de trabalhos futuros. Diante da confirmacdo das
hipéteses deste trabalho, pretende-se ampliar o periodo de amostragem e a

utilizac@o de outros primers para identificar espécies de microrganismos de amostras
ambientais.

Além disso, este trabalho sugere que, o equilibrio e a diversidade da
microbiota dos solos dos parques de Cuiabd, com maior area e menor grau de
alteracdo da vegetacdo na implantacdo dos mesmos, podem ser previstos e

mantidos na criagdo desses espacos urbanos, pelos 6érgdos e responsaveis.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Diante das analises aqui apresentadas, em relacdo as estacfes secas e
chuvosas, fica evidenciada que na estacdo chuvosa foi maior a quantidade de
morfotipos entre todos os parques. A esporulagdo foi a variavel que mais se repetiu
entre as estacbes com um percentual de 91,66% apds as chuvas e 86,11% na
estacdo seca. Como 0s esporos sdo estruturas que as bactérias desenvolvem em
situacbes de estresse, os dados indicam que independente da estacdo o0s

microrganismos residentes nesses parques estao vivendo em condi¢des adversas.

Dentre os arranjos, mais da metade 55,55% das areas amostradas
apresentaram Estreptococos, Estreptobacilos ou Sarcina e por vezes mais de um
arranjo na mesma visualizacdo, confirmando que na estacdo das chuvas a

reproducao das bactérias e seus morfotipos séo significativamente maiores.

Em relacéo & diversidade microbiana entre os parques e a influéncia antrépica
no uso do local, observou-se que os parques com maior grau de alteracao
apresentaram menor equilibrio e diversidade de sua microbiota, confirmando que a
diversidade bacteriana dos solos dos parques urbanos de Cuiaba-MT esta
positivamente relacionada ao nivel de preservacdo dessas unidades de
conservacao.

Sendo assim, ficam evidentes que os métodos convencionais nos confirmam
as caracteristicas fenotipicas de determinado organismo, porém, ndo foram
suficientes para afirmar que os parques Mae Bonifacia e Massairo Okamura
apresentaram maior diversidade microbiana que os parques Tia Nair e Parque das
Aguas. Porém, a especificidade e confiabilidade das analises moleculares,
possibilitaram a identificacdo de mais géneros e espécies de bactérias nos parques
gue conservam sua vegetagao nativa. Portanto, se propde que os futuros projetos de

parques urbanos levem em consideracao a vegetacéo e a microbiota local.
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QUADRO 1 - Colbnias de bactérias re-isoladas para visualizagdo em microscopia em campo

claro, coleta da estacdo seca. Fonte: Resultados da pesquisa.

ISOLADOS| GRAM +OU - FORMAS ARRANJOS ESPORULACAO
PA1 10-2 ) Bacilos Esporulada
PA1 10-3 ) Bacilos e cocos Esporulada
PA110™ ) Bacilos e cocos Esporulada
PA2 10-2 Misto Bacilos Esporulada mista
PA2 10-3 Misto Bacilos Estreptobacilos Esporulada
PA2 10-* ) Bacilos Estreptobacilos Esporulada mista
PA3 10-2 “) Bacilos Estreptococos Esporulada
PA3 10-3 ¢) Bacilos e cocos Esporulada
PA310™ Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MB1 10-2 O] Bacilos e cocos Esporulada mista
MB1 10-3 ¢) Bacilos Esporulada
MB1 10™ (+) Bacilos Esporulada
MB2 10-2 ) Bacilos
MB2 10-3 (+) Bacilos
MB2 10™ Misto Bacilos Estreptococos Esporulada mista
MB3 10-2 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MB3 10-3 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MB3 10 - Bacilos Estreptococos Esporulada
TN1 10-2 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
TN1 10-3 Misto Cocos
TN1 10 ) Bacilos e cocos Esporulada
TN2 10-2 Misto Bacilos e cocos
TN2 10-3 O] Cocos Esporulada
TN2 10™ O] Cocos Esporulada mista
TN3 10-2 Misto Bacilos e cocos
TN3 10-3 Misto Cocos Esporulada
TN3 10 ) Bacilos e cocos Esporulada mista
MO1 10-2 Misto Bacilos Esporulada mista
MO1 10-3 (+) Bacilos Esporulada mista
MO1 10™ Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MO2 10-2 +) Cocos Esporulada mista
MO2 10-3 ) Bacilos Esporulada mista
MO2 10 +) Bacilos Esporulada mista
MO3 10-2 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MO3 10-3 (+) Bacilos e cocos Esporulada mista
MO3 10™ (+) Bacilos e cocos Esporulada mista
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Quadro 2 - Colbnias de bactérias re-isoladas para visualizagdo em microscopia em campo
claro, coleta da estacdo chuvosa.Fonte: Resultados da pesquisa.

ISOLADOS | GRAM + OU - | FORMAS ARRANJOS ESPORULACAO

PA1 10-2 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
PA1 10-3 (+) Cocos Esporulada mista
PA110" |(-) Cocos Sarcina

PA2 10-2 Misto Bacilos Estreptobacilos Esporulada mista
PA2 10-3 ) Cocos Sarcina

PA2 104 |Misto Bacilos Esporulada mista
PA3 10-2 Misto Bacilos e cocos | Estreptococos Esporulada mista
PA3 10-3 ) Bacilos Estreptobacilos Esporulada mista
PA310™ ) Bacilos Estreptobacilos Esporulada mista
MB1 10-2 | Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MB1 10-® | () Bacilos Estreptobacilos Esporulada

MB1 10™ ) Bacilos e cocos Esporulada mista
MB2 10-2 [ Misto Bacilos Estreptobacilos Esporulada

MB2 10-3 | (-) Cocos Sarcina Esporulada

MB2 10* | (-) Bacilos e cocos Esporulada mista
MB3 10-2 | () Bacilos Estreptococos Esporulada mista
MB3 10-3 [ Misto Bacilos e cocos | Estreptococos Esporulada mista
MB3 10 | Misto Bacilos Esporulada mista
TN1 10-2 ) Cocos Estreptococos e Sarcina | Esporulada mista
TN1 10-3 Misto Bacilos e cocos | Estreptococos Esporulada mista
TN1 10" Misto Bacilos e cocos | Sarcina Esporulada mista
TN2 10-2 Misto Bacilos e cocos | Estreptococos Esporulada mista
TN2 10-3 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
TN2 10 Misto Bacilos e cocos | Estreptobacilos Esporulada mista
TN3 10-2 Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
TN3 10-3 Misto Bacilos Esporulada

TN3 10 ) Bacilos e cocos | Estreptococos e Sarcina | Esporulada mista
MO1 10-2 | (+) Bacilos Esporulada mista
MO1 10-3 | (+) Cocos Estreptococos

MO1 10 | Misto Bacilos Estreptobacilos Esporulada mista
MO2 10-2 | (+) Cocos Esporulada mista
MO2 10-3 | (+) Bacilos e cocos | Estreptobacilos Esporulada mista
MO2 10 (+) Bacilos Esporulada mista
MO3 10-2 | Misto Bacilos Esporulada mista
MO3 10-3 | Misto Bacilos e cocos Esporulada mista
MO3 10 | Misto Cocos Esporulada mista
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Figura 14: Cultivo de bactérias em meio TSA. Fonte: Resultados da pesquisa.
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Figura 16: Licengas ambientais. Fonte: Resultados da Pesquisa.



