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RESUMO

A utilizacdo de fungicidas na agricultura tem se intensificado, causando grande impacto nos solos e na biota em
que eles se encontram. A presenca desses compostos no solo vem acarretando modificacdes no comportamento dos
microrganismos, que passaram a adquirir estratégias de sobrevivéncia & presenca desses produtos. O Mancozeb
¢ um fungicida do grupo dos carbamatos, cuja agdo pelo contato inativa as enzimas essenciais dos fungos. Os
objetivos deste trabalho foram: isolar bactérias de solo; caracterizar os isolados com ensaios bioquimicos e
ferramentas moleculares; obter o crescimento dos isolados em meio minimo acrescido do fungicida; e estabelecer
uma coleg@o de bactérias com potencial de biorremediacdo. As bactérias foram isoladas a partir de técnicas de
isolamento em dois meios de cultura diferentes: meio minimo e meio Bushnell Haas acrescidos de 3,6 gL' de
Mancozeb. Realizou-se a identificacdo por meio da caracterizacdo fenotipica, utilizando-se de ensaios bioquimicos
para determinar o género e identificacGo molecular pelo emprego do sequenciamento da regido 16S, com os
iniciadores 1492R, 513F, os quais amplificam 1.000 pares de base. Os 11 isolados de bactérias foram identificados
em quatro familias, quatro géneros e 11 espécies. A familia Bacillaceae foi a mais representativa, com 81,81%
dos isolados. Esses ensaios permitiram verificar a toleréncia das bactérias isoladas em concentracées superiores
as usadas em campo para o controle de pragas. A colegGo de microrganismos decorrentes da realizacdo dessa
pesquisa poderd servir para estudos futuros envolvendo a biodegradacdo de xenobidticos.

Palavras-chave: Fungicida Industrial; Microbiologia do Solo; RNA Ribossémico 16S; Técnicas de Tipagem
Bacteriana.

INTRODUQAO Dentre os agrotéxicos empregados, o fungicida
Mancozeb é o mais utilizado®. O Mancozeb é um
fungicida com acdo de contato, atua na inativagéo
das enzimas essenciais para o crescimento e
desenvolvimento dos fungos, sendo largamente utilizado
nos sistemas agricolas, nas culturas de arroz, café e
couve.

Grandes  quantidades de  agrotéxicos  s@o
utilizadas nas lavouras e, dentre eles, os fungicidas
lideram o ranking de consumo. A \utilizacdo de
fungicidas na agriculiura  tem se infensificado,
causando grande impacto nos solos e na biota em
que eles se encontram. Desde os anos 1960, os
fungicidas provenientes dos ditiocarbamatos t&m sido O Mancozeb, de nome comercial Dithane* NT ¢é
mundialmente aplicados nas plantacdes, devido ao seu  um fungicida do grupo dos carbamatos, e atua de
amplo espectro de ag@o sobre vérios microrganismos,  forma inespecifica nas membranas dos fungos, inibindo
abrangendo cerca de 400 patégenos'?. a acdo profeica e enzimdtfica*. A presenca desses

compostos no solo vem acarretando modificagdes no
comportamento dos microrganismos, que passaram
a adquirir estratégias de sobrevivéncia & presenca

Correspondéncia / Correspondence / Correspondencia: desses produtos®. InUmeras sdo as referéncias sobre a
Eoroéino R:biéLre ; i g biodegradacdo de agrotéxicos por microrganismos,
ua Bernardo Lenz, n° 114. Bairro: Praia dos Anjos . . "
CEP: 28930-000  Avrraial do Cabo-Rio de Janeiro-Brasil demonstrando que, deVI?IO ao alto potencial genético
Tel.: +55 (22) 2622-1296 / (22) 98178-7478 que apresentam, estes sGo capazes de degradar essas
E-mail: caluesol@hotmail.com substéncias ao ponto de mineraliza-las.
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Diversos géneros e espécies possuem a capacidade
de degradar certos poluentes como moléculas de
xenobidticos, em diferentes ambientes, atuando sobre
esses produtos especialmente em consércio®. Com o
intuito de encontrar bactérias que se proliferem em
ambientes com a presenca de agrotdxicos e sejam
capazes de realizar a biorremediacéo deste meio, os
objetivos deste trabalho foram: isolar bactérias de solo
com histérico de aplicacdo do fungicida Mancozeb em
lavoura de Allium fistulosum L.; identificar os isolados
com ensaios bioquimicos e ferramentas moleculares;
obter o crescimento dos isolados em meio minimo
acrescido do fungicida; estabelecer uma colecdo de
bactérias com potencial de biorremediacéo.

MATERIAIS E METODOS
OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas no periodo da manhé,
na regido rizosférica da cultura de cebolinha (Allium
fistulosum L.). Coletaram-se cinco subamostras, as quais
foram homogeneizadas, para formar uma amostra
composta. Esta foi acondicionada em saco pldstico
esterilizado devidamente identificada e armazenada
a -4" C no Laboratério de Genética da Faculdade de
Ciéncias Agrdrias no Campus da Universidade Federal
do Amazonas.

ISOLAMENTO BACTERIANO

As  bactérias foram isoladas em meios seletivos
contendo agrotéxicos como Unica fonte de carbono. O
fungicida utilizado foi o Mancozeb, de nome comercial
Dithane* NT, cuja dose recomendada para controle
como fungicida nas lavouras, é de 2 a 3 kg por ha™.
Por essa razdo pesou-se 200 g de solo rizosférico,
mantido em incubadoras de 5,0 L com 3 L do meio
Bushneel Haas BH: MgSO,.7H,O, (0, 20 g); K,HPO,
(1,0 g); NH,NO, (1,0 g); FeCl,.6H,O (0,05 g); CaCl,
(0,02 g) e o meio de cultivo quimiostdtico (K,HPO,,
2,75 g; (NH,),SO,, 1,0 g; MgCI2.6H,0, 0,2 g; NaCl,
0,1 g; FeCl,.6H,O, 0,02 g; CaCl, 0,01 g; HO
destilada 999 mL mais 1 mL de elementos tragos: H,BO,,
1,5.107%; MnSO,, 8,0.10°%; ZnSO,.7H,O, 6,0.10-%;
CuSO,.5H,0, 2,5.10%%; CaSO,.7H,0, 1,0.107), tendo
como Unica fonte de carbono o Dithane* NT a 3,6 g L.

A incubacdo ocorreu a 28° C por sete dias. Apds
esse perfodo, 100 mL do meio fermentado foi retirado
e inoculado novamente em 3 L do mesmo meio
anteriormente citado e incubado por mais sete dias nas
mesmas condicdes de cultivo. Esse procedimento foi
repetido por mais duas vezes, quando entdo ocorreu
a diluicdo em série (107!, 102, 103, 10*) do meio de
cultivo da Gltima fermentacéo e semeadura em placas
de Petri em meio BH e quimiostético’. Para obtencéo
das culturas isoladas repicaram-se todas as colénias
de microrganismos que se desenvolveram nas placas e
fez-se a purificacdo pela técnica de esgotamento por
estrias. Apds terem sido purificadas, as mesmas foram
devidamente identificadas e armazenadas em ftriplicata,
em microtubos de 1 mL (310 plL da cultura crescida
em meio Luria-Bertani — LB — (triptona — 1 g de extrato
de levedura — 0,5 g, NaCl — 1 g), e 690 ul de glicerol
50%, autoclavados e guardados a -80° C.

Identificacdo fenotipica

A identificacdo fenotipica das bactérias ocorreu
submetendo os isolados bacterianos a 16 ensaios
bioquimicos por meio dos quais verificaram-se
as reacdes metabdlicas dos microrganismos e as
caracteristicas morfolégicas das colénias®. A partir
dessas caracteristicas, usou-se o Manual de Bergey's de
Sistemdtica Bacteriolégica” e o Manual de Microbiologia
Clinica para Controle de Infeccdes de Servicos de
Sadde, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria'®,
possibilitando identificar os isolados em nivel de género.

Os 16 ensaios foram: método de coloracdo de
Gram, verificacdo de enzimas de oxidase, catalase,
ensaios de oxidacdo e fermentacdo, motilidade,
producdo de H,S, utilizacdo de ureia e citrato, provas
fermentativas com glicose, inositol, dulcitol, arabinose,
ensaio de fermentacio de lactose, hemdlise e
verificacdo de enzimas de o, B-amilase e triptofanase.
Em todos os ensaios os matericis utilizados, como
placas de Petri, tubos, bem como os meios utilizados,
foram devidamente autoclavados a 121° C por 20 min.
Os ensaios foram realizados em duplicata e incubados
a 30° C por tempo de 18-24 h.

Identificacéo genotipica

A segunda parte da identificacGo foi a molecular,
na qual se utilizou parte do gene 16S rRNA. A extracdo
do DNA ocorreu pelo método do fenol/cloroférmio
modificado'". A amplificacdo do gene 16S rRNA foi
realizada por meio da reacdo em cadeia de polimerase
— PCR, com oligonucleotideos iniciadores: 530 F (5
TGA CTG ACT GAG TGC CAG CMG CCG CGG-3)
e 1492R (5TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG
TTA ACM CGM CTT 3) que amplificam 1.000 pares
de bases. A amplificacdo consistiv de um volume final
de 25 ulL (MgCl, 50 mM, DNTPs 2,5 mM, 5 pmol/pL
de cada iniciador, 1,25 U/uL de Platinum Tagq DNA
polimerase High Fidelity, tampdo 10X, DNA bacteriano
a uma concenfracdo de 30-100 ng, completou-se com
dgua Milli-Q)'?. Foi utilizado como controle o DNA
bacteriano da Escherichia coli ATCC 25922.

O ciclo de amplificacdo consistiu no perfil térmico,
que se iniciou com a desnaturacdo inicial a 95° C
por 2 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo
de fitas-molde a 95° C por 40 s; o pareamento dos
iniciadores deu-se a 60° C por 40 s e a exfensdo
a 72° C por 1 min. O aparelho utilizado neste
procedimento foi um termociclador. A reacdo de
sequenciamento foi processada utilizando-se 2 upl de
DNA, purificado (50 ng), em seguida preparou-se o mix
da reacdo: 0,3 ulL de ABI Big Dye do kit de reacdo Big
Dye Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems,
EUA) 2 ulL do primer 530F e 1492R concentracdo de
5 pmol/uL; 2 ul de tampédo 5X e completou-se com dgua
Milli-Q para um volume final de 10 plL. O perfil #érmico
consistiv de 25 ciclos, como segue: desnaturacéo de
fitas-molde a 96° C por 10 s, anelamento a 50° C, com
extens@o a 60° C por 1 min e 20 s.

A reacdo de sequenciamento foi efetuada usando o
kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, EUA), conforme protocolo do fabricante.



A seguir, as sequéncias foram obtidas por eletroforese
capilar em sequenciador ABl 3130 (Applied Biosystems,
EUA).

A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada
utilizando-se o programa Phred para remocdo dos
iniciadores, contaminantes e de nucleotideos de baixa
qualidade. As mesmas foram editadas utilizando o
programa Bioedit versdo 7.1.11'%. Cada sequéncia foi
comparada com sequéncias depositadas no GenBank
utilizando-se o programa de busca avancada Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) do National Center
of Biotechnology Information (NCBI)'*, utilizando-se os
parémetros nucleotide blast, others database set e highly
similar sequences.

Para determinar a concentracdo inibitéria minima

género e espécie. Os isolados 14, 16, 18, 27, 39 e 42
foram identificados como Bacillus sphaericus utilizando-se
a chave de Bacillus spp. Os isolados 1, 4 e 7 foram
identificados como pertencentes ao género Bacillus.

O isolado 22 foi identificado como Pseudomonas
sp, utilizando a chave de identificagdo dos bastées gram
negativos. O isolado 44 ndo foi possivel ser identificado
em nivel de espécie a partir da utilizagdo da chave da
familia Enterobacteriaceae, sendo identificado como
Enterobacter sp.

No quadro 3 podemos observar a grande similaridade
das sequencias de DNA dos isolados (% cobertura) com
as amostras do bancos de dados genéticos (genbank).

.(C,IM) de Mancozeb sobre as bac’rér,io.s isoladas, o8 Quadro 1 _i(;;)lr;fiec:]:rssr?woresilsr;éall(i)onzo ATC::L:mo(zJeb dos
in6culos foram preparados em caldo minimo M09 até a
turbidez de uma solucéo padréo de Mac Farland de 0,5 Isolado Familia Espécie CIM
(2 x 108 UFC/mL) e transferidos T mL nas concentracdes : ysinibacillus 0061 Lt
de 0,00011 mgl' a 62,5 mgl' de Manconzeb para sphaericus ‘ 9-
tubos de ensaio de 10 mL de volume. Utilizou-se como 4 LysizibOFi/’US 0,244 mg.L-1
controle Chromobacterium violaceum CYMO3. A leitura L;Zﬂ?ggﬁjs
da CIM foi realizada apés 18 h; ao ser determinada, 7 sphaericus 0,488 mg.L-1
reo.li.zou-se o ploqueo.ment.o, no mesmo meio, para 14 Bocillus sp. 0,976 mg.L-]
verificar a acdo bacteriostédtica do fungicida Mancozeb.
A CIM, entretanto, néo representa um valor absoluto, 16 Bacillaceae Bacillus pumillus | 0,244 mg.L-1
encontra-se na concentracdo do ensaio que inibe o 8 Lysinibacillus 0244 mo L1
crescimento do organismo (ou seja, a leitura da CIM)'. sphaericus 8% Mg
RESULTADOS 27 Bacillus sp. 0,976 mg.L-1
Foram isoladas 23 amostras bacterianas; destas 11 37 Bacillus oftitudinis | 0,976 mg.L-1
foram selecionadas de acordo com sua maior toleréncia 42 Bacillus aerophilus | 0,122 mg.L-1
ao Mancozeb (Quadro 1), para serem realizadas as
etapas de identificacdo. A partir das caracteristicas 44 | Enterobactereacece | Enferobacter sp. | 0,061 mg.L-1
fenotipicas observodgs nc').quodro 2, utilizou-se o Monuol 22 | Pseudomonadaceae | Pseudomonas sp. | 0,122 mg.L-1
de Bergeys’ para identificar os isolados em nivel de
Quadro 2 — Caracteristicas fenotipicas de 11 isolados com base na toleréncia ao Mancozeb
Isolados 1 4 7 14 16 18 22 27 39 42 44
Forma B B B B B B B B C
Gram + + + + + + + -
Oxidase + + + + + + + +
Catalase + + + + + + + + + +
Oxidagao - + + + + + + + + -
Fermentacdo + + + + + + + + +
Motilidade + + + + + + + +
H,S - - - - - - - - - - -
Indol — - — - - - - -
Urease + - + + _ + _
Citrato + + + + + + +
Lactose - - - - - _ + _ _ _ _
Hemolise o - B B - A o o -
Arabinose + - + + + + _ _ + + +
Dulcitol + + + + + + + + + + +
Inositol + - + + + + - - + + +
Amilase - - - - - - - - - - _

+: Positivo; —: Negativo; B: Bastdo; C: Coco; a.: Hemélise parcial; B: Hemdlise total; A: Hemélise nula.
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Quadro 3 — Identificacéo molecular de 11 isolados com base na toleréncia ao Mancozeb

Isolado Familia Espécie % Cobertura % 1D Gen bank
1 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 94 KC188670.1
4 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC188670.1
7 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC211310.1
14 Bacillaceae Bacillus sp. 95 93 FR821104.1
16 Bacillaceae Bacillus pumillus 100 99 NRO74977.1
18 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC211310.1
22 Pseudomonadaceae Pseudomonas sp. 100 99 JF293317.1
27 Bacillaceae Bacillus sp. 97 98 AB126753.2
39 Bacillaceae Bacillus altitudinis 100 99 KC414719.1
42 Bacillaceae Bacillus aerophilus 100 99 KC414720.1
44 Enterobacteriaceae Enterobacter sp. 100 99 KC236536.1
DISCUSSAO No que se refere a tolerGncia as drogas, esta é

O solo é um ambiente com uma vasta diversidade
de microrganismos. No entanto, pouco conhecimento
tem-se sobre essa diversidade, principalmente devido
aos métodos tradicionais de isolamento e cultivo dos
microrganismos'®, cujos diferentes meios de cultura
propostos para essas prdticas tém elevado custo, séo
de preparo demorado, com ingredientes incomuns,
além de alguns resultados serem obtidos apés 14 dias.
As bactérias representam a maior parte da populacéo
microbiana do solo, tanto em quantidade como
em variedade; inOmeros sdo os géneros e espécies
encontrados. Neste trabalho, 81,81% dos isolados
foram identificados como Bacillus.

A identificacdo fenotipica dos Bacillus tem sido
considerada complicada'?, apesar das chaves propostas
para essa identificacdo. Tal dificuldade ocorre por
ter o género muitas caracteristicas, e ser um grupo
taxondmico grande, existindo grande variagdo de
caracteristicas entre linhagens. O género Bacillus é
considerado um grupo altamente heterogéneo de
bactérias Gram-positivas e negativas, o que gera
muita complexidade em sua classificagdo taxonémica.
Com recentes estudos da sistemdtica bacteriana,
muitas espécies desse grupo foram reclassificadas,
principalmente com uso do gene completo 16S rRNA;
porém, devido & elevada variabilidade genética, muitas
espécies de Bacillus continuam sem classificagdo’. Um
exemplo de reclassificacdo é o género Lysinibacillus,
inicialmente nomeado como Bacillus, género este que
foi criado para agrupar bactérias que apresentavam
caracteristicas distintas de outras espécies do grupo
Bacillus, classificado por Ahmed et al'®. Por isso
adotou-se, neste trabalho, a juncdo da identificacéo
fenotipica com a molecular, com o intuito de facilitar
esta identificacdo.

definida como a capacidade da bactéria mostrar-se
sensivel & CIM do xenobidtico, apresentando maior
capacidade de sobreviver na presenca deste. Ressalta-se,
neste estudo, que os isolados com a mesma identificacéo
em nivel de género e espécie fiveram resultados de
crescimento distinfos para as mesmas concentracdes
do xenobidtico, inferindo que existe diversidade de
toleréincia para a mesma espécie, informacdo esta
que vem ao encontro da heterogeneidade citada pelos
taxonomistas acerca deste género.

Usaram-se, como par@metro para andlise de
resisténcia ao xenobidtico, as concentracdes aplicadas
no campo de acordo com o bula do produto (Dithane*
NT) 2 a 3 kg ha' ou 430 mg L' . Dentre as bactérias
identificadas, os isolados de Bacillus sp. (14), Bacillus
sp. (27), B. altitudinis (39) apresentaram crescimento em
concentracdes superiores as utilizadas em campo, o que
demonstra que estas apresentaram maior toleréncia que
as demais. InUmeras sdo as espécies isoladas de solos
com histérico de aplicacdo de herbicidas, fungicidas
e/ou inseticidas. Esses microrganismos tém apresentado
grande potencial de biorremediacéo para cada produto.
Em decorréncia desses estudos, diversos metabdlitos t&m
sido produzidos, vdrios genes e proteinas envolvidos
estdo sendo conhecidos, aprofundando cada vez mais
o conhecimento sobre a degradagdo e como essa
atividade pode ser utilizada amenizando o impacto dos
agrotdxicos sobre os solos e, consequentemente, sobre
a satde humana e dos animais.

Mandal Kousik et al' isolaram diferentes espécies
de Bacillus identificados como: Bacillus sp., B. mycoides,
B. funiculus, B. marisflavi, B. weihenstephanensis, de
solos contaminados com o finopril, em campos de
producdo de cana-de-acicar. Este insetficida é utilizado
no controle de vdrios insetos e pragas, e apresenta alta



resisténcia no solo. Experimentos de biodegradacéo
foram conduzidos no laboratério, no qual se analisou a
dissipac@o do inseticida e seus metabélitos formados.

Scopel?® isolou do solo cepas com resisténcia ao

glifosato. Este herbicida é intensamente utilizado no
controle de plantas esponténeas, em diversas culturas.
Bactérias foram isoladas de solos cultivados com macieira
e crescidas em meios adicionados de 300 ugml’, e
foram identificadas como Pseudomonas sp., P aeruginosa,
Serratia  sp., e Arthrobacter sp. A capacidade de
degradar essa substdncia foi avaliada em 32 dias,
atingindo um percentual de 99,8% de degradacéo.

Sarkar et al?' isolaram da rizosfera de plantio de chd
(Camellia sinensis L.), linhagens de P putida, as quais
toleraram altas concentracées do acaricida propargite
(10 mgl'). Contudo, a degradacdo mostrou-se
bastante superior quando o meio mineral utilizado no
crescimento das linhagens foi acrescido de glicose. A
degradacéo entdo atingiv 79,3% em 24 h, para 32%
em meio mineral sem glicose no mesmo perfodo.

Singh et al® avaliaram, a partir de solos
contaminados com  malation, o percentual de
degradacéo por Brevibacillus sp. e Bacillus cereus.
Ambos os géneros apresentaram altos percentuais de
degradacéo, 72,20% e 87,40% respectivamente. Do
mesmo modo Batisson et al?® isolaram Bacillus sp. e
Arthrobacter sp. capazes de degradar o mesotrione, um
herbicida amplamente utilizado nas lavouras de milho.

As referéncias citadas corroboram a identificacéo
dos isolados deste trabalho ao género Bacillus, os quais
se destacam em ambientes contaminados, inclusive
utilizando esses xenobidticos como fonte de nutrientes
em seu metabolismo.

Por conseguinte, as abordagens fenotipica e
molecular possibilitaram a identificagdo taxondmica
de todos os 11 isolados. A partir dos resultados
foram identificados trés familias, seis géneros e oito
espécies. As caracterfsticas fenotipicas observadas
corroboraram os resultados obtidos pela andlise de
sequéncias do gene 16S rRNA. A familia Bacillaceae
foi a mais representativa neste estudo; todas as familias
e os géneros identificados possuem referéncias com
biodegradacéo de pesticidas.

CONCLUSAO

Obteve-se, a partir de solos com histérico de
aplicacdo do fungicida Mancozeb, 11 isolados,
compondo assim uma colecdo de microrganismos
capazes de crescerem em meio sintético, em diferentes
concentracdes do produto. Essas condicdes de
crescimento caracterizam as bactérias como tolerantes
a esse produto em concenfracdes superiores a
encontradas no campo. A colecdo de microrganismos
decorrentes da realizagéo dessa pesquisa poderd servir
para estudos futuros envolvendo a biodegradacdo de
xenobidticos.

Molecular and phenotypic identification of bacteria from rhizosphere soil with tolerance
to Mancozeb fungicide in Manaus, Amazonas State, Brazil

ABSTRACT

The use of fungicides in agriculture has intensified, causing great impact on soil and biota where they are
concentrated. The presence of these compounds in the soil has been causing changes in the behavior of
microorganisms, which began to acquire strategies to the presence of these products. Mancozeb is a fungicide
from the group of carbamates, whose action by contact inactivates the essential enzymes of fungi. The aims of this
study were: isolating soil bacteria; characterizing the isolates with biochemical assays and molecular tools; obtaining
the isolated growth on minimal medium supplemented with fungicide; establishing a collection of bacteria with
bioremediation potential. Bacteria were isolated from isolation techniques in two different culture media: minimal
medium and Bushnell Haas medium plus 3.6 gL' of Mancozeb. The identification was performed by phenotypic
characterization, using biochemical assays to determine gender and molecular identification by sequencing the
16S region with primers 1492R, 513F, which amplify 1,000 base pairs. Eleven bacterial isolates were identified in
four families, four genera and 11 species. The Bacillaceae was the most outstanding family, with 81.81% of the
isolates. These tests allowed us to verify the tolerance of bacteria isolated in a higher concentration than used in the
field to control pests. The collection of microorganisms from this survey can be used for future studies involving the
biodegradation of xenobiotics.

Keywords: Fungicide, Industrial; Soil Microbiology; RNA, Ribosomal, 16S; Centesimal Scale; Bacterial Typing
Techniques.
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Identificacién molecular y fenotipica de bacterias de suelo rizosférico con tolerancia al
fungicida Mancozeb, en Manaus, Estado de Amazonas, Brasil

RESUMEN

La utilizacién de fungicidas en la agricultura se ha intensificado, causando gran impacto en los suelos y en la
biota en la que se encuentran. La presencia de esos compuestos en el suelo viene causando modificaciones en
el comportamiento de los microorganismos, que pasaron a adquirir estrategias de supervivencia a la presencia de
esos productos. El Mancozeb es un fungicida del grupo de los carbamatos, cuya accién por contacto desactiva
las enzimas esenciales de los hongos. Los objetivos de este trabajo fueron: aislar bacterias de suelo; caracterizar
los aislados con ensayos bioquimicos y herramientas moleculares; obtener el crecimiento de los aislados en medio
minimo acrecido del fungicida; establecer una coleccién de bacterias con potencial de biorremediacién. Las
bacterias fueron aisladas a partir de técnicas de aislamiento en dos medios de cultivo diferentes: medio minimo
y medio Bushnell Haas acrecidos de 3,6 gL' de Mancozeb. Se identificaron por medio de la caracterizacién
fenotipica, utilizando ensayos bioquimicos para determinar el género e identificacién molecular por el uso de
secuenciaciéon de la regién 16S, con los iniciadores 1492R, 513F, los cuales amplifican 1.000 pares de base. Los
11 aislados de bacterias se identificaron en cuatro familias, cuatro géneros y 11 especies. La familia Bacillaceae
fue la mds representativa, con 81,81% de los aislados. Esos ensayos permitieron verificar la tolerancia de las
bacterias aisladas en concentraciones superiores a las usadas en campo para el control de plagas. La coleccién de
microorganismos resultantes de la realizacién de esta investigacién podrd servir para estudios futuros involucrando la
biodegradacién de xenobidticos.

Palabras clave: Fungicida Industrial; Microbiologia del Suelo; ARN Ribosémico 16S; Técnicas de Tipificacién
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