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RESUMO
ISABELLA DAL’RIO NASCIMENTO LOPES

COMUNIDADE BACTERIANA DE AMBIENTES DE PASTAGEM LOCALIZADOS
NO MUNICIPIO DE BOCA DO ACRE, AMAZONAS, E SUA POSSIVEL RELACAO
COM A PERIODONTITE EPIZOOTICA BOVINA

ORIENTADORA: LUCY SELDIN

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

A periodontite epizodtica bovina, conhecida como cara inchada (Clb), é uma doenca que
afeta 0 gado no Brasil desde 1970. A Clb é caracterizada por uma infec¢do bacteriana
progressiva que afeta os tecidos peridentarios, formando um abaulamento lateral na face. A
doenca dificulta a alimentacdo de bovinos e ovinos jovens, podendo levar a ébito e a grandes
perdas econémicas. Estudos anteriores mostraram que a transferéncia de animais doentes para
regides indenes de pasto natural levava a regressdo e a cura da doenca, indicando que oS
fatores desencadeantes da Clb poderiam estar presentes em pastos recém-formados. Além
disso, foi observado que a derrubada de florestas para a abertura de novos pastos resulta em
uma alteracdo da microbiota do solo e/ou associada a vegetacédo, principalmente de bactérias
do filo Actinobacteria. Foi levantada a hipdtese de que a proliferagdo de microrganismos
patogénicos na boca do animal pode estar relacionada com a produgdo subinibitoria de
antimicrobianos por actinobactérias no solo. Diante das grandes perdas econémicas causadas
pela Clb e para entender melhor a relacdo entre a comunidade bacteriana e a doenga, este
projeto visa comparar a estrutura da comunidade bacteriana total e de actinobactérias em areas
com alta (Al) e baixa (BI) incidéncia da doenga utilizando eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE). Para isso, foram coletadas 15 amostras de raiz em regides com Al e 15
amostras em areas com B, na localidade de Boca do Acre (AM), totalizando 30 amostras. Em
ambas as localidades foram coletadas 5 amostras de pasto novo, 5 de pasto velho e 5 de regido
de mata adjacente ao pasto. Foi realizada a extracdo de DNA total das amostras, seguida de
PCR para amplificacdo do gene rrs (que codifica para o rRNA 16S) da comunidade
bacteriana total e uma reacdo PCR semi-nested para actinobactérias. Os resultados obtidos,
utilizando analises multivariadas das matrizes resultantes das DGGEs, indicam que o tempo
de formacgdo da vegetacdo na regido de pasto ou mata tem influéncia na estruturacdo da
comunidade bacteriana total. Além disso, a estrutura da populacdo de actinobactérias
mostrou-se diferente nas amostras provenientes das fazendas com alta e baixa incidéncia de
Clb (Al e BI, respectivamente). O presente trabalho corrobora com a hipotese de que nas
regibes de pasto novo ocorre uma alteracdo na populacdo de actinobactérias que pode estar
relacionada ao desenvolvimento da periodontite epizo6tica bovina.

Palavras-chave: periodontite epizodtica bovina; Cara Inchada bovina; actinobactérias;
eletroforese em gel de gradiente desnaturante.
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ABSTRACT
ISABELLA DAL’RIO NASCIMENTO LOPES

BACTERIAL COMMUNITY OF PASTURE ENVIRONMENTS LOCATED AT
BOCA DO ACRE, AMAZONAS, AND IT’S POSSIBLE RELATION TO BOVINE
PERIODONTITIS

ORIENTADORA: LUCY SELDIN

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biol6gicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Bovine periodontitis, also known as “cara inchada” (i.e. swollen face), is a disease that affects
cattle in Brazil since the 1970’s. “Cara inchada” (CIb) is characterized as a progressive
bacterial infection that compromises the periodontal tissues, causing a lateral face swelling.
The disease makes feeding difficult for calves, sometimes leading to weight loss or death,
causing great economic loss. Previous studies have shown that the transference of sick
animals to disease-free areas with natural pasture reverted Clb and the animals became
healed. Therefore, this suggested that the key factor causing this illness may be presented in
recently cultivated pastures. Moreover, deforestation to establish new pastures results in a
change of soil microbiome, especially in the phylum Actinobacteria. It was hypothesized that
the proliferation of pathogenic microorganisms in the animal’s mouth could be related to a
subinhibitory production of antimicrobials by actinobacteria in soil. Because of the economic
loss caused by Clb and to better understand the correlation between the soil microbiome and
the disease, this study aimed to compare the structure of total bacterial community and
Actinobacteria in areas of high (HI) and low (L) incidence of the disease, using denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE). Fifteen rhizosphere samples were taken in each of these
farms. Five of these samples were taken in recently formed pastures, another 5 in old pastures
and the remaining 5 samples were taken in an adjacent forest, totalizing 30 samples. DNA
extraction from rhizosphere soil was followed by PCR to amplify the rrs gene of the total
bacteria community and by a semi-nested PCR for Actinobacteria. The multivariate analysis
based on the DGGE matrix showed that the vegetation formation time in pasture or forest
areas influenced the structure of total bacteria community. Moreover, the structure of
Actinobacteria population was different in samples from farms with high and low incidence of
Clb (HI and L1, respectively). This study corroborates with the hypothesis that in new pasture
areas an alteration in the Actinobacteria population occurs, and this may be related to the
development of epizootic bovine periodontitis.

Keywords: bovine periodontitis, actinobacteria, denaturing gradient gel electrophoresis.
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1 INTRODUCAO

1.1 A expansao agropecuaria no Brasil

Em meados do século XX, a pecuaria passou a estar intimamente associada ao
desenvolvimento econémico no Brasil. A criacdo de gado em areas rurais resulta em
diversos produtos (carne, leite e couro) que sdo comercializados, gerando lucro para o pais.
Em 1970, as areas de pasto representavam 30 milhGes de hectares. Essa area sofreu um
expressivo aumento ao longo dos anos, passando para 100 milhdes em 1995, devido a uma
grande expansdo industrial e tecnoldgica, principalmente nas regides Norte e Centro-Oeste
(EMBRAPA, 2005). Em 2017, o Brasil liderou 0 mercado mundial de producdo pecuaria,
possuindo o maior rebanho bovino e sendo o maior exportador de carne bovina (ABIEC,
2017).

A grande expansdo das areas de pasto foi responsavel pela degradacdo ambiental
em diversos biomas brasileiros, principalmente a Floresta Amazonica e o Cerrado.
Pequenos e grandes produtores aderiram ao desmatamento para a abertura de novas areas
para pastagem utilizando queimadas. Consequentemente, foram observadas a reducdo da
biodiversidade, a alteracdo de ciclos biogeoquimicos e o aumento do efeito estufa (Klink e
Machado, 2005; Fearnside, 2010); fatores esses que serdo aqui discutidos posteriormente.

A prosperidade do setor agropecuario foi baseada na grande extensao de areas de
floresta intocada nos principais biomas brasileiros. Subsidios federais foram concedidos a
pecuaristas para a exploracdo de locais de mata virgem e abertura de areas para pastagem,
com a finalidade de alavancar o crescimento econémico no pais. Durante a ditadura militar
(1964-1985), projetos liderados pela SUDAM (Superintendéncia de Desenvolvimento da
Amazonia) tinham como objetivo explorar areas da Floresta Amazonica consideradas
improdutivas, levando a ocupacdo de suas terras para a criacdo de gado, principalmente
bovino, impulsionando o desmatamento e a agropecuaria no Brasil (Loureiro e Pinto,
2005).

Por conta das crescentes taxas de desmatamento, em 1995 a pecuaria ocupava cerca
de 75% das areas desflorestadas (Barreto, Pereira e Arima, 2008). Entre 2005 e 2012,
foram implementadas medidas com o objetivo de desacelerar essa expansao, entre elas o
sistema Deter, criado pelo Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (Inpe), que permitia a
visualizagdo do desmatamento em tempo real, facilitando assim o direcionamento de

medidas punitivas (Soares-Filho et al., 2005). Consequentemente, 2012 foi 0 ano com a



menor taxa de desmatamento registrada na Floresta Amazonica (ABIEC, 2017). No
entanto, devido ao retrocesso de politicas socioambientais ap6s o ano de 2012, os indices
de desmatamento voltaram a crescer (ABIEC, 2017). O Novo Cddigo Florestal, em vigor
desde 2012, implementou o Cadastro Ambiental Rural (CAR). Nesse sistema, as
propriedades rurais foram regularizadas e posseiros que cometeram danos ambientais
anteriormente ao cadastro foram anistiados (Pires, 2013). A questdo da impunidade foi o

principal fator que impulsionou o desmatamento na Floresta Amazonica.

Além do bioma amazbnico, o Cerrado também sofreu consequéncias com a
expansdo da agropecuéria. Considerada a savana com maior biodiversidade reconhecida
mundialmente (Klink e Machado, 2005), o Cerrado apresenta caracteristicas particulares
como susceptibilidade a mudancas climaticas, alta acidez e baixa fertilidade do solo
(Cunha et al.,, 2008). O plano de metas, desenvolvido pelo governo de Juscelino
Kubitschek ap6s 1960, impulsionou a expansdo da fronteira agricola no Cerrado (Menezes
et al., 2009). O crescimento econémico gerado fez com que os investimentos na expansao
agropecudaria aumentassem para atender a demanda do mercado externo, negligenciando

assim os danos socioambientais (Cunha et al., 2008)

As condicBes climaticas bem definidas e as caracteristicas do solo do Cerrado,
como a profundidade, que favorece o desenvolvimento da vegetacdo, fizeram com que 0s
produtores migrassem para esse bioma para a producdo agropecudria (Neto et al., 2009).
Por isso, a expansao desenfreada de areas para agropecudria no Cerrado resultou em uma
taxa de desmatamento de cerca de 40% em 2002, que subiu para aproximadamente 50%
em 2011 (Leite, 2014). Consequentemente, foi estimado em 2013 que mais da metade da
producdo de carne bovina no Brasil advinha de regides de Cerrado (Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, 2013).

O manejo incorreto do gado e a negligéncias no cuidado dos solos sdo fatores que
levaram ao abandono prematuro de fazendas de criacdo de gado e subsequente abertura de
novas areas para pastagem (Balbino et al., 2011). Atualmente, diferentes técnicas foram
aprimoradas para reutilizacdo de areas abandonadas como, por exemplo, o sistema de
integracdo lavoura-pecuaria (ILP) que tem como objetivo criar estratégias de plantacdo que
promovam melhor aproveitamento do solo dessas regifes ja desmatadas (Vilela et al.,
2008). Entretanto, o agronegocio reconhecidamente apresenta resisténcia a projetos
sustentaveis, ja que existe a possibilidade de serem técnicas inicialmente menos produtivas

e rentdveis e que apresentam custos de manutencao mais altos que os métodos tradicionais.
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1.2 Consequéncias do desmatamento

O Cerrado e a Floresta Amazonica apresentam uma grande riqueza e diversidade de
organismos, sendo algumas espécies endémicas de cada bioma. Nessa perspectiva, 0
desmatamento pode levar a um desequilibrio ecoldgico que pode selecionar e favorecer o
crescimento de determinadas espécies e extinguir organismos normalmente presentes
nesses ambientes (Vieira et al., 2008). Esse tipo de impacto pode atingir todos os seres
desse ambiente: animais, plantas e microrganismos. As queimadas sdo o principal método
utilizado para a abertura de novas areas para agropecuaria e uma de suas consequéncias € a
liberacdo de gases do efeito estufa. Além disso, 0 processo de digestdo alimentar do gado
com o qual as areas recém desmatadas sdo ocupadas é uma das principais responsaveis
pela emissdo de gases, como gas carbonico e metano, que também irdo contribuir para esse

fendmeno (Fearnside, 2006).

A prética agropecudria estabelecida em locais previamente desmatados gera
compactacdo dos solos pela utilizacdo de maquinaria para manejo de culturas, reduzindo a
disponibilidade de agua no solo e limitando o crescimento das raizes das plantas (Lopes et
al., 2006). Além disso, a substituicdo da diversidade de vegetacdo de um determinado
ecossistema por monoculturas leva a alteraces bioquimicas no solo, alterando a
disponibilidade de nutrientes (Luizdo, 2007). Assim, ao longo do tempo, os solos se
tornam cada vez menos férteis, fazendo com gque os produtores aumentem cada vez mais o
uso de fertilizantes quimicos ou abandonem essas regifes (Luizdo, 2007). A utilizacdo de
produtos quimicos nas vegetacGes, tanto de fertilizantes quanto de agrotdxicos para o
controle de pragas e vetores, pode levar a contaminagdo de sistemas hidricos (Veiga et al.,
2006).

Estudos mostraram que a microbiota residente no solo é diretamente afetada pela
pratica agropecuaria (Mendes et al., 2015). De Vries e colaboradores (2013) observaram
que a utilizagdo do solo de forma intensificada, como a que ocorre em grandes lavouras
mecanizadas e de uma unica cultura, leva a uma reducdo da biomassa microbiana no solo,
que pode aumentar a dependéncia da utilizacdo de fertilizantes. Navarrete e colaboradores
(2015) relataram que em areas recém-desmatadas por queimadas ha alteracOes fisicas e
quimicas do solo, acompanhada de uma alteracdo na abundancia relativa de determinados
grupos taxondmicos, como por exemplo o aumento do filo Actinobacteria, e perda da
diversidade microbiana. Essas alteracfes podem ter consequéncias diretas sobre as plantas

e sobre os animais que se alimentam dessa vegetagdo, como citado anteriormente. Foi



observado por Morris e colaboradores (2016) o aparecimento de microrganismos
patogénicos, como actinobactérias da espécie Mycobacterium ulcerans, associado ao
desequilibrio nas cadeias alimentares gerado pelo desmatamento em biomas tropicais.
McFarlane, Sleigh e McMichael (2013) afirmam que o uso de terras na Australia,
principalmente atraves do desmatamento para agropecuaria e desenvolvimento urbano, é o
fator responsavel pela reincidéncia e surgimento de doencas causadas por microrganismos
e parasitas em humanos e animais. Nessa perspectiva, 0 desmatamento dos biomas
brasileiros para o desenvolvimento agropecudrio causa um impacto nas relacbes
microrganismo-planta-animais que pode resultar na manifestacdo de doencas que ainda ndo

sdo bem elucidadas.

1.3 A periodontite epizodtica bovina (Clb)

A periodontite epizootica bovina, popularmente conhecida como Cara Inchada
(ClIb), é uma doenca endémica que tem afetado o gado bovino desde meados de 1960,
principalmente nas regides Centro-Oeste e Norte do Brasil (Ddbereiner, Inada e Tokarnia,
1974). A Clb ocorre principalmente em animais jovens em fase de denticdo, afeta a
mucosa oral e compromete a alimentacdo, podendo levar a 6bito (Dobereiner, Inada e
Tokarnia, 1974). H& grandes perdas econdmicas aos pecuaristas devido ao
desconhecimento do mecanismo patoldgico exato, dificultando qualquer tentativa de
tratamento. Além disso, é muito rapido o desenvolvimento da doenca e a consequente

morte dos animais (Ddbereiner et al., 2000).

A CIb é caracterizada por uma infeccéo bacteriana progressiva que afeta os tecidos
peridentarios, formando uma lesdo purulenta (D6bereiner, Inada e Tokarnia, 1974; Dutra,
Botteon e Dobereiner, 2000). Os abscessos podem levar a um abaulamento uni ou bilateral
na face do animal, localizado na regido do maxilar ou da mandibula. Comumente é
observada a perda dos dentes seguida de desnutricdo (Débereiner, Inada e Tokarnia, 1974).
Outros sintomas geralmente presentes sdo diarreia, odor fétido proveniente das lesdes
purulentas e a repeticdo desnecessaria do movimento de mastigacdo (Ddbereiner, Inada e
Tokarnia, 1974).

Devido a similaridade da sintomatologia da Clb com a cara inchada em equinos
(Cle) (Ddobereiner et al., 2000), inicialmente acreditava-se que a manifestacdo da doenga
ocorria por conta de um desequilibrio mineral na alimentacdo do gado, que é a causa do

desenvolvimento de sintomas em equinos. A Cle ocorre em animais que se alimentam de



pastagens de capim da espécie Brachiaria humidicula, planta que apresenta grandes
quantidades de oxalatos, substancias que se complexam ao célcio durante a digestdo nos
animais e inviabiliza a absorcdo desse mineral no organismo (Santos et al., 2005). A
formacéo do oxalato de calcio no intestino de equinos estimula a glandula paratireoide para
recrutar esse mineral no organismo, retirando-o dos 0ssos para 0 sangue e resultando na
formagéo de osteodistrofias, como o abaulamento na face (Nunes, Silva e Schenk, 1990),
sintoma similar ao da Clb. Nesse caso, ndo ha processo inflamatorio e a doenca pode ser
controlada através da administracdo de suplementos minerais (Nunes, Silva e Schenk,
1990).

Entretanto, alem da Clb apresentar um quadro de processo inflamatério, que nao
ocorre na Cle (Dutra, Botteon e Ddbereiner, 2000), ndo ha alteracdo na producdo de
horménios pela glandula paratireoide (Ddbereiner e Ddmmrich, 1997). Além disso, ndo
foram observadas modificacdes na estrutura 6ssea de bezerros (Ddbereiner et al., 2000) e a
suplementacdo mineral ndo tem efeitos sobre o desenvolvimento da doenca nos bovinos
(Moraes, Silva e Dobereiner, 1994). Ademais, em um estudo realizado no final da década
de 70, Dobereiner e colaboradores (2000) observaram que pastos novos, que S&o ricos
nutricionalmente, apresentam altos indices da doenca; enquanto em pastos mais antigos,
geralmente deficientes em minerais, ndo é observado o desenvolvimento da Clb. A partir
da correlacdo desses resultados pdde ser inferido que a manifestacdo da doenca se da de
forma diferenciada da Cle e que o desenvolvimento da Clb pode estar relacionado ao

pasto.

O pico de incidéncia da doenca coincidiu com o periodo de expansdo agropecuaria
no interior do Brasil, onde ocorreu a derrubada da mata virgem de diferentes biomas e
plantio de capim para pastagem, principalmente capim-colonido (Panicum maximum). Foi
observado inicialmente que grande parte das fazendas Clb-positivas eram compostas de
pastos recém-cultivados com capim-colonido (Dobereiner, Rosa e Lazzari, 1976) e que a
substituicdo da alimentacdo por uma ragdo balanceada resultava em regresséo e cura da
doenca (Rosa et al., 1976). Além disso, era sabido que a transferéncia do gado para regides
indenes levava a recuperacdo dos animais (Dobereiner et al., 1975). Os fatores
mencionados levaram a crer que a Clb se tratava de uma doenga de transmisséo alimentar
advinda da vegetacdo (do Panicum maximum), visto que 0s animais mantidos em pastos
novos compostos por esta especie vegetal ndo apresentavam melhora nos sintomas da

doencga (Ddbereiner, Rosa e Lazzari, 1976).



Apenas em 1993, Dutra, Matsumoto e Dd0bereiner observaram que o fator que
modula a incidéncia da doenca é independente da espécie predominante na vegetacao
local, e sim relacionado ao manejo do solo. Visto que fazendas Clb positivas eram
predominantemente regides de pasto recém-cultivado e as regides de pasto velho eram
indenes, foi inferido pelos mesmos autores que o fator desencadeador da Clb poderia estar
presente no solo, ndo s6 de regides de pasto novo, mas também em pastos recém-
cultivados de fazendas que ja tiveram incidéncia da doenca anteriormente e haviam sido

abandonadas.

Baldani e colaboradores (1982), visando compreender a alteracdo na microbiota do
solo em regides de primeiro cultivo apds o desmatamento da vegetacdo primaria no
Cerrado, observaram um aumento na abundéancia relativa de actinobactérias neste solo. Em
uma analise em regides proximas a fazendas que apresentavam relatos de surto da doenca,
Huddleston e colaboradores (1997) mostraram que, além de uma maior presenca de
actinobactérias, pelo menos a metade dos microrganismos isolados era resistente a
estreptomicina, antibiético produzido principalmente por actinobactérias do género
Streptomyces. Por causa disso, foi inferido por Débereiner e colaboradores (2000) que a

producdo de estreptomicina no solo poderia estar relacionada ao desenvolvimento da Clb.

O isolamento a partir das lesGes peridentarias na cavidade oral de bovinos,
realizado por Blobel e colaboradores em 1984, levou a deteccdo de uma associacao entre
microrganismos dos filos Bacteroidetes e Actinobacteria. Do primeiro filo foram isoladas
bactérias de uma espécie de Bacteroides produtoras de pigmentacdo negra, que estdo
geralmente associadas a patogénese na cavidade oral e podem levar ao desenvolvimento de
periodontites, ndo s6 em humanos como também em animais (White e Mayrand, 1981,
Winkelhoff, Steenbergen e Graaff, 1988; Sundgvist, Johansson e Sjogren, 1989). Estudos
anteriores mostraram que a abundancia relativa de Bacteroides sp. esta associada ao nivel
de inflamac&o na regido oral, ou seja, a inflamacdo é mais severa quanto maior for a

presenca de Bacteroides sp. (Tanner et al., 1979).

Ja do filo Actinobacteria, o principal isolado pertencia a espécie Actinomyces
(Corynebacterium) pyogenes, atualmente reclassificada como Trueperella pyogenes
(Machado e Bicalho, 2014). As actinobactérias Sdo microrganismos majoritariamente
encontrados em solos férteis (Lewin et al., 2016), uma caracteristica presente em pastos
recém-cultivados. Em humanos e em cdes, as bactérias do género Corynebacterium sao

frequentemente isoladas de lesBes caracteristicas da periodontite (Takeuchi et al., 1974;
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Akada e Hirasawa, 2000). A espécie T. pyogenes é descrita como um patégeno oportunista
formador de abscessos em animais (Machado e Bicalho, 2014) e foi isolada de lesdes da
cavidade oral bovina (Blobel et al., 1984).

A fim de avaliar a alteracdo de Bacteroides sp. na cavidade oral bovina, foi feita
uma quantificacdo dessas bactérias antes e apds a transferéncia do gado de regides Clb-
positivas para fazendas indenes (Dutra, Botteon e Dobereiner, 2000). Como esperado, de
acordo com os resultados ja encontrados nos estudos anteriores, houve uma reducdo na
abundancia de Bacteroides sp. ap6s a transferéncia do gado para regifes sem incidéncia da
doencga (Dutra, Botteon e Dobereiner, 2000). Dessa forma, foi sugerido que a producéo de
enzimas e endotoxinas por esses microrganismos seria responsavel pelas lesdes tipicas da

doenca (Ddbereiner et al., 2000).

Para verificar uma possivel relacdo entre a producdo de antibidticos por
actinobactérias no solo e o estabelecimento da doenca, foram realizados experimentos in
vitro para avaliar a aderéncia de bactérias da espécie Bacteroides melaninogenicus,
isoladas da boca de animais doentes, em células epiteliais da mucosa oral de bezerros na
presenca de estreptomicina e actinomicina (Grassmann et al., 1997). Foi observado que
ambos o0s antibidticos, em quantidades subinibitérias, favorecem a proliferacdo e a
aderéncia de Bacteroides sp., mecanismos estes possivelmente relacionadas ao

desenvolvimento da Clb por estas bactérias (Grassmann et al., 1997).

Estudos para determinar métodos eficientes para prevencdo e tratamento da cara
inchada constataram que o0s antibidticos espiramicina (Ddbereiner et al.,, 1990) e
virginiamicina (Dutra e Dobereiner, 1992 apud Ddbereiner et al., 2000) administrados
oralmente eram eficientes para impedir o desenvolvimento da doenga em fazendas Clb
positivas. Em 1992, Tims e colaboradores concluiram que a utilizacdo de virginiamicina
também era capaz de tratar os sintomas da doenca. Até hoje, ainda ndo foram realizados
experimentos para verificar o potencial de acimulo da dose administrada desses

antibidticos nos produtos provenientes do gado, como carne e leite.

Apos todos os estudos realizados entre os anos de 1970 e 2000, foi estabelecida a
hipdtese por Ddobereiner e colaboradores (2000) de que em pastos recém-cultivados,
independentemente do tipo de vegetacdo, ocorre uma alteragdo na microbiota do solo,
levando a um aumento na abundancia de actinobactérias e maior producdo de antibioticos.

O contato direto do gado com o pasto, principalmente através da alimentacdo, e



consequentemente com 0s microrganismos nele presentes, seria responsavel pelo
desequilibrio causado na microbiota da cavidade oral de bovinos, favorecendo assim a
proliferacdo de bactérias do género Bacteroides e resultando nas lesdes caracteristicas da

doenca.

Em 2003, uma revisitagdo as fazendas que anteriormente apresentavam altos
indices de incidéncia da Clb (cerca de 90% - pastos antigos) revelou que ndo havia mais
relatos recentes sobre a doenca, sem nenhum tipo de tratamento aplicado (Ddbereiner,
Dutra e Rosa, 2004). Entretanto, eventuais surtos da doenca eram relatados em locais de
ampliacdo ou reforma de pasto (pastos novos - Ddbereiner, Dutra e Rosa, 2004), levando
os fazendeiros a abandonar essas regifes e a desmatar a mata virgem adjacente. Dessa
forma, a fim de controlar a disseminacédo da Clb e evitar desmatamentos para a abertura de
novos pastos (fugindo de areas com a doenca), se faz necessario compreender melhor os

fatores envolvidos no desenvolvimento da Clb.

1.4 Técnicas para estudo das comunidades microbianas

Os métodos tradicionais para estudo da microbiologia sdo baseados no cultivo de
microrganismos viaveis de uma determinada amostra em um meio de cultura que fornega
0s nutrientes necessarios para o crescimento dos mesmos (Van Hamme, Singh e Ward,
2003). Apos a proliferacdo microbiana, pode ser feito um isolamento das colbnias de
interesse, cultivando-as em meio de cultura especifico para seu enriquecimento (Van
Hamme, Singh e Ward, 2003). A partir do isolamento e cultivo, varias técnicas podem ser
aplicadas como a observacdo da estrutura celular através de microscopia (Moreira e Lins,
2010) ou o estudo do metabolismo microbiano atraves de testes bioquimicos (Decesaro et
al., 2013).

A utilizacdo das praticas tradicionais em microbiologia ainda é de grande
importancia e representou um grande avanco nos estudos de ecologia e diversidade
microbiana. Entretanto, € estimado que apenas 1% dos microrganismos do ambiente sejam
cultivaveis pelos metodos tradicionais (Rappe e Giovannoni, 2003). Além disso, existem
algumas limitagBes para o cultivo pelo método tradicional, entre elas, é destacada a
dificuldade de mimetizar as condi¢bes encontradas no ambiente, podendo impedir o

isolamento de uma estirpe (Oliveira, Sette e Fantinatti-Garboggini, 2006).



Dessa forma, o uso de tecnicas moleculares para analise da composicdo da
comunidade microbiana passou a ser utilizado para a detec¢do tanto de microrganismos
cultivaveis como daqueles considerados ndo cultivaveis pelos métodos tradicionais de
cultivo (Akkermans et al., 1994; Van Elsas, Jansson e Trevors, 2007). Além disso, 0
conhecimento sobre essas comunidades também contribui para o0 aumento de dados sobre a
diversidade de microrganismos e, do ponto de vista funcional, analises moleculares
também permitem a busca de genes relacionados a fendtipos de interesse diretamente no
ambiente (Colwell, 1997). Por isso, tem sido cada vez mais utilizadas técnicas de biologia
molecular, como PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) em conjunto com outras técnicas
como DGGE (Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante), PCR quantitativo e
sequenciamento massivo de DNA para o estudo das comunidades microbianas em diversos

ambientes (Van Elsas, Jansson e Trevors, 2007; Rodrigues, 2011; Mutlo e Guven, 2015).

2 JUSTIFICATIVA

A periodontite epizo6tica bovina € uma doenca que, uma vez atingindo o gado
bovino, se dissemina rapidamente pelos animais afetando principalmente bezerros e pode
levéa-los a 6bito, resultando em grandes perdas econdmicas para o Brasil. O aparecimento
da doenca esta principalmente associado ao desmatamento dos biomas brasileiros. Os
estudos existentes levam a hipétese de que a derrubada da mata virgem para plantio de
novas areas de pasto para criacdo de gado altera a microbiota do solo favorecendo uma
maior proliferacdo de actinobactérias, incluindo espécies produtoras de antibioticos. A
presenca de uma quantidade subinibit6ria de antibidticos no solo (e consequentemente na
cavidade oral bovina apds sua alimentacdo) favorece a selecdo e a proliferacdo de
Bacteroides sp. e Trueperella pyogenes na boca do animal que irdo causar as lesdes tipicas
da Clb. Diante do exposto, o presente trabalho se propde a estudar a rizosfera de plantas
provenientes de pasto com alta e baixa incidéncia da Clb, a fim de compreender melhor a
associacao do filo Actinobacteria com a ocorréncia da doenga.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a estrutura da comunidade bacteriana total e de actinobactérias em uma
regido de alta incidéncia (Al) e outra de baixa incidéncia (Bl) da doenca Clb em diferentes

areas formadas de pasto novo, de pasto velho e de mata.

3.2 Etapas a serem desenvolvidas

e Realizar a extracdo de DNA das amostras de rizosfera das plantas recebidas;

e Amplificar, por PCR, a comunidade bacteriana total e a populacdo de
actinobactérias das amostras de rizosfera;

e Determinar a estrutura da comunidade bacteriana total e da populagédo de
actinobactérias utilizando DGGE;

e Analisar o agrupamento das amostras baseado nas matrizes geradas pelos perfis de
bandas nas diferentes DGGEs.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostragem

Foi feita a amostragem da rizosfera de plantas de regifes de pasto de duas fazendas:
uma com alta incidéncia da doenca (fazenda Al) e outra com baixa incidéncia da doenga
(fazenda BI). As coletas foram feitas da seguinte forma: 5 amostras de pasto novo, 5
amostras de pasto velho e 5 amostras de mata adjacente ao pasto em cada uma das
fazendas (Al e BI), totalizando 30 amostras. Foi pré-determinado que a fazenda

considerada de Bl é a que possui menos de 20% de animais doentes no momento da coleta.

As regibes de pasto novo de ambas as fazendas apresentam 1 ano de formacéo e a
vegetacdo € composta por uma mistura dos géneros Brachiaria e Panicum. Ja as regides de
pasto velho apresentam entre 20 e 30 anos de formagéo e sdo compostas por vegetacdo do
género Brachiaria. Por fim, a regido de mata adjacente € caracterizada por um local onde o
pasto foi abandonado ha mais de 30 anos, apesar de ser desconhecida sua idade com
precisdo. A vegetacdo da mata é diversa e de origem desconhecida, possuindo cerca de
1,80m de altura. As amostras foram coletadas em cinco pontos espacados
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aproximadamente 50 metros entre si e distribuidos ao longo de um transecto de 250

metros.

As coletas das amostras de rizosfera das plantas foram realizadas em parceria com a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) — Agrobiologia. As duas
fazendas estdo localizadas no municipio de Boca do Acre, no Amazonas. Para o
processamento das raizes foi utilizada uma peneira granulométrica em ago inox de
didmetro 8’ e altura 2’°, e as amostras foram separadas em quantidades de

aproximadamente 500 mg de solo rizosférico para a extragdo do DNA.

4.2 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi feita com o kit comercial DNeasy PowerSoil (Qiagen®),
seguindo as instrucdes indicadas pelo fabricante. A quantificagdo do DNA foi realizada
através de dosagem utilizando o Nanodrop. Foi realizada a amplificacdo do gene rrs (que
codifica para 0 16S rRNA) por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando
os iniciadores U968F (5> AACGCGAAGAACCTTAC 3’) acrescido de um grampo rico
em GC (5 CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGEG 3)
conforme  Muyzer, De Waal e Uitterlinden (1993), e L1401R (5’
GCGTGTGTACAAGACCC 3’), como descrito por Nubel e colaboradores (1996) para a
comunidade bacteriana total. As reacGes foram preparadas com um volume final de 25ul
em tubo contendo uma mistura de tampdo da enzima Tag polimerase 1x, 3,75mM de
MgCl,, 0,2mM de cada dNTP, 100nM de cada iniciador, 1,25U da enzima Taq polimerase,
1ul de DNA e agua Milli-Q estéril. O ciclo aplicado foi 1x (2min 94°C); 30x (1min 94°C;
1min 55°C; 2min 72°C); 1x (10min 72°C); 4°C.

Para o estudo da populacdo de actinobactérias, foi feita uma reacdo de PCR semi-
nested, utilizando os iniciadores F243 (5> AACGCGAAGAACCTTAC 3’), descrito por
Heuer e colaboradores (1997), e L1401R (Nubel et al., 1996) para a primeira reacédo e, em
seguida, a segunda reacdo utilizando os iniciadores U968F acrescido de grampo GC
(Muyzer, De Waal e Uitterlinden, 1993), e L1401R, conforme sequéncias ja citadas acima
(NUbel et al., 1996). A primeira reacdo foi feita em um volume final contendo 25ul em
tubo contendo uma mistura de tampéo da enzima Tag polimerase 1x, 3,5mM de MgCl.,
0,1mM de cada dNTP, 150nM de cada iniciador, 1,5U da enzima Taq polimerase, 1ul de
DNA da primeira reacdo e agua Milli-Q esteéril. O ciclo aplicado foi 1x (2min 94°C); 45x
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(Imin 94°C; 1min 55°C; 2min 72°C); 1x (10min 72°C); 4°C. A segunda reacdo foi a

mesma descrita anteriormente para a comunidade bacteriana total.

Para confirmar a amplificacdo do gene rrs, os fragmentos gerados na PCR foram
submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1,4% em tampdo TEB 1X (Sambrook,
Fritsch e Maniatis, 1989) com uma corrente elétrica de 80V por 65 minutos. Ao final da
corrida, o gel foi corado em solucao de brometo de etidio e revelado utilizando o aparelho

Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System com o auxilio do software Image Lab™.

4.3 Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE)

Os géis da DGGE de comunidade total e de actinobactérias foram feitos utilizando
o sistema “INGENYphorU” (INGENY, Leiden, NL®). Aliquotas dos produtos gerados por
meio das PCRs foram aplicadas ao gel e submetidas a uma corrida de 140V durante 17h a
60°C, conforme descrito por Heuer e colaboradores (2001), para a comunidade bacteriana
total, e 65V por 20h a 60°C para a populacdo de actinobactérias (Gonzalez-Franco et al.,
2009). O gradiente desnaturante utilizado foi de 46,5%-60% para comunidade bacteriana
total e de 46,5-70% para populacdo de actinobactérias. Apds a eletroforese, os géis foram
corados utilizando 15ul de Syber Green em 100mL de &gua milli-Q sob agitacdo por 40
minutos. Posteriormente, os géis corados foram escaneados e visualizados utilizando o
sistema STORM (Amersham Pharmacia Biotech).

4.4 Anélises estatistica

A andlise do perfil de bandas foi feita utilizando o software Bionumerics®, a fim de
obter dendrogramas e matrizes quantitativas a partir dos perfis de bandas gerados nas
DGGEs. As matrizes quantitativas geradas pelas DGGEs foram analisadas estatisticamente
utilizando o programa PAST versédo 3.14 (Hammer, Harper e Ryan, 2001). O teste N-MDS
(Non-Metric Multidimensional Scaling) foi utilizado para avaliar a tendéncia de

agrupamento entre as amostras baseada nas matrizes geradas pela DGGE.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da estrutura e diversidade da comunidade bacteriana total utilizando
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

A técnica de PCR-DGGE foi utilizada para analisar a estrutura da comunidade
bacteriana das amostras de rizosfera. O dendrograma gerado a partir da DGGE (Figura 1)
revelou que ha a formacdo de trés grupos com aproximadamente 95% de similaridade. O
primeiro grupo é formado pelas amostras de baixa incidéncia da doenca; o segundo é
composto pelas amostras de pasto novo de alta incidéncia e o terceiro contém as demais

amostras de alta incidéncia (pasto velho e mata).

A matriz numérica gerada pelas bandas da DGGE foi submetida a uma anélise
multidimensional ndo-métrica (N-MDS) utilizando o programa de estatistica PAST com o
objetivo de mostrar graficamente a distribuicdo dessas amostras. Na Figura 2A podemos
observar que na regido Al as comunidades bacterianas das amostras de pasto novo (PNA)
tendem a se separar das comunidades de pasto velho (PVA) e da mata (MA) de forma
significativa pela coordenada 2 (p < 0,05). Por outro lado, as comunidades bacterianas das
amostras de pasto velho e de mata com alta incidéncia de Clb tendem a se agrupar (Figura
2A). Na Figura 2B, hd uma tendéncia significativa de separacdo das comunidades
bacterianas das amostras de pasto novo (PNB) das amostras de mata (MB) pela coordenada
2 nas regides apresentando Bl (p < 0,05). Assim como em Al, as comunidades das
amostras de mata e de pasto velho tendem a se agrupar (Figura 2B). Na Figura 2C, ao
comparar Al com BI, é possivel observar que as comunidades bacterianas de mata e de
pasto velho de Al tendem a se separar das de pasto velho e mata de Bl pela coordenada 2
(p <0,05). Além disso, as comunidades bacterianas nas amostras de pasto novo de Al e Bl

tendem a se separar pela coordenada 1 (p < 0,05).
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Figura 1. Comunidade bacteriana total presente nas amostras de solo rizosférico coletadas em regides de alta
incidéncia (PNA, PVA e MA) e de baixa incidéncia (PNB, PVB e MB) de Clb. PNA e PNB sdo amostras de
areas de pasto novo com 1 ano de formacdo; PVA e PVB sao de pasto velho com mais de 20 anos de formagéo;
MA e MB séo referentes a areas de mata adjacente (idade desconhecida). Dendrograma gerado pelo método
UPGMA utilizando o coeficiente de Pearson a partir da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).
Ha a formagdo de trés grupos principais, indicados pelos quadros vermelhos.
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Figura 2. Anélise N-MDS gerada a partir da matriz de padrbes de bandas da DGGE da comunidade bacteriana
total (baseada no rRNA 16S). (A) Comparacdo entre as comunidades bacterianas das amostras de pasto novo
(PNA), pasto velho (PVA) e mata adjacente (MA) da fazenda de alta incidéncia (Al). (B) Comparacdo entre as
comunidades bacterianas das amostras de pasto novo (PNB), pasto velho (PVB) e mata adjacente (MB) da

fazenda de baixa incidéncia (Bl). (C) Relacdo entre as comunidades bacterianas das amostras de Al e de BI.
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5.2 Andlise da estrutura e diversidade da populagdo de actinobactérias utilizando
Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE)

Foi utilizada uma reacdo semi-nested de PCR com o objetivo de amplificar
majoritariamente o gene que codifica o rRNA 16S de bactérias do filo Actinobacteria. Em
seguida, foi realizada a DGGE que, apds andlise pelo Bionumerics, gerou o dendrograma
mostrado na Figura 3. Ha a formacao de dois grandes grupos com aproximadamente 30%
de similaridade. O primeiro grupo é formado pelas amostras de baixa incidéncia enquanto
0 segundo grupo é composto pelas amostras de mata e de pasto novo de alta incidéncia.
Além disso, um terceiro grupo é formado com 15% de similaridade, contendo

majoritariamente as amostras de pasto velho apresentando alta incidéncia da doenca.

A matriz numérica da DGGE foi submetida a analise N-MDS. Na Figura 4A é
possivel observar que a populacdo de actinobactérias das amostras de pasto novo (PNA) se
agrupa com a de mata (MA) nas regides de alta incidéncia de Clb. Entretanto, a populacdo
de actinobactérias das amostras de pasto novo (PNA) tende a se separar significativamente
da populacdo das amostras de pasto velho (PVA) pela coordenada 2 (p < 0,05). Na Figura
4B ha uma tendéncia significativa de separacdo entre as populacdes de actinobactérias das
amostras das trés areas: a de PNB e de PVB se separa pela coordenada 2 e a de MB se
separa das demais (PNB e PVB) pelas coordenadas 1 e 2 (p < 0,05). Por fim, na Figura 4C
as populacdes das amostras de alta e baixa incidéncia tendem a se separar pela coordenada
2 (p<0,05).
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Figura 3. Populacdo de actinobactérias presente nas amostras de solo rizosférico coletadas em regides de alta
incidéncia (PNA, PVA e MA) e de baixa incidéncia (PNB, PVB e MB) de Clb. PNA e PNB séo areas de pasto
novo com 1 ano de formacéo; PVA e PVB séo de pasto velho com mais de 20 anos de formacéo; MA e MB séo
referentes a areas de mata adjacente (idade desconhecida). Dendrograma gerado pelo método UPGMA
utilizando-se o coeficiente de Pearson a partir da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Ha a

formacéo de trés grupos principais, indicados pelos quadros vermelhos.
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Figura 4. Analise N-MDS gerada a partir da matriz de padrdes de bandas da DGGE da populagdo de
actinobactérias. (A) Comparacédo entre a populacao de actinobactérias das amostras de pasto novo (PNA), pasto
velho (PVA) e mata adjacente (MA) da fazenda de alta incidéncia (Al). (B) Comparacdo entre a populagdo de
actinobactérias das amostras de pasto novo (PNB), pasto velho (PVB) e mata adjacente (MB) da fazenda de

baixa incidéncia (BI). (C) Relacao entre a populacdo de actinobactérias das amostras de Al e de BI.




6 DISCUSSAO

A diversidade metabdlica dos microrganismos 0s torna essenciais para a
manutencdo da vida (Pace, 1997). A utilizacdo de substratos e a excre¢do de produtos afeta
diretamente as interacOes existentes em determinado habitat e podem favorecer ou
prejudicar outros organismos, como plantas, animais e outros microrganismos. Como
sugerido por Ddbereiner e colaboradores (2000), a Clb se trata de uma consequéncia da
interacdo entre actinobactérias do solo com a microbiota da cavidade oral bovina,
favorecendo assim a proliferacdo de microrganismos patogénicos. Nesse caso, 0 principal
fator que esta associado a epizootia da doenca € a abertura de novas areas para pastagem,
gue aumenta a abundancia de actinobactérias no solo (Baldani et al., 1982), facilitando
assim o desenvolvimento da doenca. Devido ao pico de incidéncia da Clb ter coincidido
com o periodo de expansdo agropecuaria no Brasil, areas de pasto recém-cultivadas ou
reformadas podem ser consideradas regides de risco para o desenvolvimento da

periodontite epizootica bovina.

A alimentacdo do gado através do pasto é o principal fator que leva ao
desenvolvimento da doenga, visto que a substituicdo da alimentacdo por uma ragéo
balanceada torna possivel a cura da doenca (Rosa et al., 1976). Em 1976, Ddbereiner, Rosa
e Lazzari acreditavam que a Clb poderia estar associada a presenca de vegetacdo da
espécie Panicum maximum. Em 1993, Dutra, Matsumoto e D&bereiner observaram que a
doenca era independente da vegetacdo local. No presente trabalho, ambas as regides de
pasto novo apresentam vegetacdo similar, composta pelos géneros Brachiaria e Panicum.
Apesar disso, a doenca prevaleceu em apenas uma dessas fazendas (Al), sugerindo que a

composic¢do da vegetacdo, de fato, ndo seria o principal fator associado a doenca.

A anélise do dendrograma para comunidade bacteriana total (Figura 1) revela que
as amostras de Bl possuem alta similaridade entre si, com exce¢do de duas amostras de
PNB que se destacam das demais. Isso provavelmente acontece por conta do efeito recente
do desmatamento no pasto novo que pode causar um desequilibrio temporario na
comunidade bacteriana que, teoricamente, tenderia a voltar ao equilibrio ao longo do
tempo (Souza et al., 2012). Na regido de alta incidéncia, as amostras do grupo PNA se
agrupam com maior similaridade que as amostras dos demais grupos. Esse resultado
sugere que em Al a comunidade bacteriana do pasto novo pode ter sofrido uma reducéo na
diversidade de espécies e favorecimento na riqueza dos microrganismos mais resistentes ao

impacto do desmatamento (Naeem e Li, 1997; Montecchia et al., 2015). Ou seja,
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dependendo da estrutura da comunidade bacteriana original, o desmatamento ira causar

diferentes consequéncias na composi¢do da microbiota no solo.

O N-MDS da comunidade bacteriana total (Figura 2) mostra, de acordo com a
tendéncia de distribuicdo, que as comunidades bacterianas das amostras de pasto velho e de
mata apresentam maior similaridade entre si e se agrupam, enquanto as comunidades das
amostras de pasto novo se separam de ambas (Figuras 2A, 2B). A tendéncia de separagédo
das comunidades entre as amostras de PNB e PVB ndo é significativa (Figuras 2B, 2C),
indicando a possibilidade de que a comunidade bacteriana do pasto novo esteja se
estabilizando apds 1 ano de impacto e se tornando mais homogénea ao longo do tempo. Ja
em Al, as comunidades das amostras de PNA tendem a se separar das de MA e de PVA
significativamente, enquanto as comunidades bacterianas das amostras destes dois Gltimos
se agrupam (Figuras 2A, 2C). Esse resultado sugere que, para a comunidade bacteriana
total, a distribuicdo se d& de acordo com o tempo de formacdo da vegetacao.

Na fazenda de alta incidéncia a populacédo de actinobactérias € bastante diversa. Os
resultados revelam que a populacdo das amostras de PNA e MA possuem maior
similaridade entre si do que com a populacdo de PVA (Figuras 3, 4A). Estudos mostram
que tanto em regides de floresta como de pasto novo as actinobactérias sdo abundantes
(Girvan et al., 2003; Rodrigues et al., 2013; Navarrete et al., 2015), mas a diversidade
dessa populacdo pode ser variavel. Além disso, a baixa disponibilidade de nutrientes no
solo pode afetar a populacdo de actinobactérias (Lewin et al., 2016), o que pode justificar o
comportamento das amostras do grupo PVA, ja que o pasto possui mais de 20 anos de
formacdo e existe a possibilidade de que o solo esteja degradado ou negligenciado.
Técnicas de sequenciamento podem auxiliar a definir quais géneros de actinobactérias
estdo mais abundantes nas regides de alta incidéncia da Clb e, dessa forma, sugerir quais

microrganismos poderiam estar envolvidos no desenvolvimento da epizootia.

Na Figura 4B verificamos que na fazenda de baixa incidéncia a populagdo de
actinobactérias das amostras dos grupos PNB, PVB e MB tendem se separar de forma
significativa. Entretanto, quando comparamos as fazendas Al e Bl (Figura 4C), observa-se
que a distribuicdo da populagdo das amostras se d& de acordo com a incidéncia da doenca.
Esse resultado corrobora com a hipdtese principal do presente trabalho, determinada por
Ddobereiner e colaboradores (2000), que nas regies de pasto novo ocorre uma alteracdo na
populacéo de actinobactérias. Essa alteracdo supostamente ira favorecer o estabelecimento

de microrganismos patogénicos na cavidade oral bovina.
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No presente trabalho, ambas as fazendas (Al e BIl) apresentam regifes de pasto
novo, sendo que apenas em Al ocorre a epizootia. E possivel sugerir que essa diferenca é
causada por conta de aspectos fisico-quimicos e/ou pelo tipo de manejo do solo (Girvan et
al., 2003; Crowther et al., 2014; Montecchia et al., 2015). Além disso, a fazenda Bl é onde
menos de 20% dos animais apresentavam sintomas da doenga no momento da coleta, o que
ndo caracteriza a epizootia, mas ainda assim ha desenvolvimento de periodontite bovina
em poucos animais. No caso de fazendas de BI, pode ser que os animais que ndo
apresentavam sintomas da Clb no momento da coleta venham a desenvolvé-la
posteriormente, j& que ainda ndo se sabe com exatiddo o mecanismo de desenvolvimento

da doenga.

As técnicas de biologia molecular utilizadas no presente trabalho geraram
resultados que corroboraram com as hipoteses levantadas, principalmente por Débereiner e
colaboradores (2000), acerca da periodontite epizo6tica bovina. Entretanto, em estudos
posteriores, a utilizacdo de técnicas mais especificas e/ou sensiveis, como PCR em tempo
real e sequenciamento, se fazem necessarias para o melhor conhecimento em relacdo a

origem da doenga.

7 CONCLUSOES

« A distribuicdo da comunidade bacteriana total se da de acordo com o tempo de
formacdo da vegetacdo nas diferentes amostras de rizosfera estudadas (pasto novo,

pasto velho e mata);

« A estrutura da populacdo de actinobactérias se mostrou diferente em regides de alta e
baixa incidéncia da Clb nas diferentes amostras de rizosfera estudadas (pasto novo,

pasto velho e mata);

« A alteracdo da estrutura da populacdo de actinobactérias em regiGes de alta incidéncia
da doenca pode estar relacionada com o desenvolvimento da periodontite epziootica

bovina.
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