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ESTUDO DA DIVERSIDADE E ATIVIDADE BACTERIANA EM SOLOS DE
FLORESTA E SOB CULTIVO DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A composicéo e a diversidade de comunidades microbianas podem
ser usadas como indicadores da qualidade do solo, pois respondem
rapidamente as mudancas ambientais. A intensificacdo da agricultura causa
significante perda de diversidade, reduzindo a habilidade do ecossistema
resistir a periodos de estresse e efeitos ambientais indesejaveis. Esta reducao
€ mais evidente quando se trata de sistemas de monocultura, impactando os
microrganismos e diversos invertebrados, e também reduz a capacidade de
auto-regulacdo do solo. Assim, este trabalho tem como objetivo analisar a
diversidade bacteriana em solos de floresta e em solos cultivados com cana-
de-acucar (Saccharum spp.) em diferentes periodos do ano que possa estar
relacionada com a dindmica dos ciclos biogeoquimicos, bem como um estudo
comparativo entre diferentes areas de cultivo e técnicas de sequenciamento.
As amostras de solo foram coletadas no municipio de Santa Rita do Passa
Quatro, SP. Amostras de DNA metagendmico de cada solo foram extraidas e
construidas quatro bibliotecas com amplicons do gene 16S rRNA e quatro
bibliotecas com amplicons da regidao V1 e V2 (Vi) do gene 16S rRNA. Um
estudo comparativo com sequencias obtidas nas mesmas condicbées em outra
area situada no municipio de Mococa, SP também foi analisado. Através dos
dados obtidos, foi verificado que em solos de Floresta, independente do
periodo do ano e area analisada, os filos bacterianos e a atividade dos
organismos em relacdo aos ciclos biogeoquimicos, permaneceram
praticamente inalterados. Este fato pode ser atribuido a estabilidade desde tipo
de ecossistema, no qual existe ciclagem constante de nutrientes. Nas amostras
de cana-de-aglcar, observou-se variacdo na frequéncia dos organismos
encontrados em relacao a diferentes coletas. Quanto a diversidade bacteriana,
foi verificado que a ocorréncia dos filos Proteobacteria, subdivisdo
Alphaproteobacteria e Deltaproteobacteria foi maior em solos de floresta,
enquanto Acidobacteria e Firmicutes foram mais frequentes em solos de cana-
de-acucar. Quando os organismos encontrados foram analisados como
participantes nos ciclos biogeoquimicos, foi observado que nas amostras de
floresta os organismos relacionados ao ciclo do Nitrogénio (N) foram os mais
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encontrados, seguidos dos relacionados aos ciclos de Carbono (C) e Enxofre
(S). Nas amostras de solos com cana-de-agucar foi observado mesmo padréao
exceto do solo cana 2 no qual bactérias relacionadas ao ciclo do C foram
encontradas em maior niumero. Quanto as analises do sequenciamento do
fragmento Vi pelo sistema lllumina, observou-se que tanto em floresta 1,
quanto em floresta 2 a predominancia foi do Filo Proteobacteria, seguidos de
Actinobacteria, Acidobacteria e Firmicutes. Nos solos das areas de cana-de-
acucar, o maior numero de sequencias encontradas em cana 1 e 2 pertenciam
ao filo Proteobacteria, seguido de Firmicutes, Actinobacteria e Acidobacteria.
Aproximadamente 50% das sequencias ndo puderam ser classificadas. As
estratégias de sequenciamento parcial de fragmentos hipervaridveis do gene
16S rRNA podem ser um recurso importante a ser explorado como estratégia
de “screening” em amostras complexas, pois os mesmos filos bacterianos
foram relatados quando a analise da diversidade foi estudada através do
sequenciamento de bibliotecas 16S com a técnica de Sanger

Palavras-chave: Ciclos biogeoquimicos; diversidade bacteriana; gene 16S
rRNA; Saccharum spp, hipervariaveis V
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STUDY OF DIVERSITY AND BACTERIAL ACTIVITY IN FOREST SOILS AND
UNDER SUGAR CANE FARMING.

ABSTRACT - Microbial communities diversity and composition can be used as
soil quality indicators, because respond quickly to environmental changes.
Agriculture intensification causes significant loss of diversity, reducing the ability
of the ecosystem to resist to periods of stress and undesirable environmental
effects. This reduction is more evident when dealing with monoculture systems,
impacting the microorganisms and several invertebrates, and also reduce the
capacity of the soil self regulation. So, this study aims to analyze the bacterial
diversity in forest soils and in soils cultivated with sugar cane (Saccharum spp.)
in different periods of the year that can be related to biogeochemical cycles
dynamic, as well as a comparative study between farming areas and
sequencing techniques. Metagenomic DNA samples of each soil were extracted
and built four libraries with gene 16S rRNA amplicons and four libraries with
amplicons from gene 16S rRNA region Vi. A comparative study with obtained
sequences in same conditions in another area situated in the municipality of
Mococa, SP was also analyzed. Through the obtained data, it was found that in
forest soils, regardless of the period of year and the area analyzed, bacterial
phyla and organisms’ activity in relation to biogeochemical cycles, remained
practically unchanged. This fact can be assigned to this type of ecosystem
stability, in which there is a constant nutrients cycling. In soil samples cultivated
with sugar cane, was observed variation in organisms frequency found in
relation to different collections. Proteobacteria phyla, subdivision
Alphaproteobacteria and Deltaproteobacteria, was larger in forest soils, while
Acidobacteria and Firmicutes were more frequent in sugar cane soils. When the
organisms found were analyzed as participants in biogeochemical cycles, was
observed that in forest samples the organisms related to Nitrogen cycle (N)
were the most frequent, followed by those related to Carbon cycle (C) and sulfur
(S). In sugar cane soils samples was observed the same pattern, except for the
sugar cane soil 2 in which bacteria related to C cycle were found in larger
numbers. Regarding the analysis of fragment Vi sequencing, it was observed
that both in forest 1, as in forest 2, the predominance of Proteobacteria Phylum,
followed by Actinobacteria, Acidobacteria and Firmicutes. In soils of sugar cane
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areas, the largest number of sequence found in cane 1 and 2 belonged to
Proteobacteria Phylum, followed by Firmicutes, Actinobacteria and
Acidobacteria. Approximately 50% of the sequences could not be classified.
Strategies of the partial sequencing of gene 16S rRNA hyper variable
fragments can be an important resource to be explored as “screening” strategy
in complex samples, because the same bacterial phyla were related when
diversity analysis was studied through the sequencing of libraries 16S with

Sanger technique.

Key words: biogeochemical cycles, bacterial diversity, 16S rRNA gene,

Saccharum spp, V hyper variables.



1. INTRODUCAO

O solo é provavelmente o ambiente mais desafiador para os
microbiologistas no que diz respeito a quantidade e diversidade de espécies, e
comunidades microbianas presentes (DANIEL, 2005) sendo considerado um
“hotspot”. E a diversidade encontrada em apenas um grama de solo é de
alguns milhares de espécies (BAILLY et al., 2007).

A composigéo e a diversidade de comunidades microbianas podem ser
usadas como indicadores da qualidade do solo, pois respondem rapidamente
as mudancas ambientais. No entanto, ainda é dificil interpretar o processo de
formacao dessa composicao, pois sdo pouco conhecidos os papéis especificos
de muitos organismos na qualidade do solo (JOHNSON et al., 2003).

O numero de potenciais micro-habitats em uma pequena porcao do solo
€ extraordinario. Variacées temporais como umidade, temperatura e nutrientes
em cada um desses ambientes, influenciam esta diversidade de nichos para
suportar as populagdes microbianas (ROESCH et al., 2007). Outro fator que
afeta diretamente a diversidade de microrganismos sdo 0s processos de
utilizacdo do solo, como na agricultura, por exemplo. A intensificacdo da
agricultura causa significante perda de diversidade, ocasionando diversos
efeitos negativos ao ambiente e também a produgéo agricola.

A consequente reducdo na diversidade microbiana nos solos inclui
extincdo de espécies ou perda de funcdo, reduzindo a habilidade do
ecossistema resistir a periodos de estresse e efeitos ambientais indesejaveis
(GILLER et al., 1997). Assim, acGes na conservacdo da microbiota implicam
em diversos beneficios ao ecossistema, até mesmo em escala global. A
reducao da biodiversidade do solo € ainda mais evidente quando se trata de
sistemas de monocultura, impactando o0s microrganismos e diversos
invertebrados, além de reduzir a capacidade de auto-regulagdo do solo. Desta
forma, exige a entrada de outras fontes nao biolégicas para manutencéao dos
processos no solo, como o uso de agroquimicos (LAVELLE et al., 1999).

Estima-se que, de toda a diversidade de microrganismos do solo,
apenas 0,1 a 1% destes sejam cultivaveis. Estudos que contemplem toda a
diversidade de organismos, sejam eles cultiviveis ou ndo, sdo necessarios.
Devido a grande diversidade e seu “status” de nado cultivavel, a deteccao,
caracterizacao e quantificacdo em amostras ambientais, ainda é desafiadora e



o estabelecimento da ligacao entre microbiota e funcbes nos ecossistemas é o
outro desafio (HE et al., 2007)

Na biosfera, os microrganismos desempenham diversos papéis nos
ecossistemas e também nos ciclos biogeoquimicos do carbono, nitrogénio,
enxofre, fosforo e diversos metais, mas a funcado da maioria destes
microrganismos ainda ¢é desconhecida (FITTER et al, 2005). Os
microrganismos responsaveis pela existéncia destes processos sao
pertencentes principalmente aos dominios Bacteria, Fungi e Archaea. O
entendimento da estrutura, funcdes, estabilidade e adaptacdes das populacdes
microbianas, é extremamente importante para pesquisas basicas, biotecnologia
(busca de novos genes e produtos destes), agricultura, ambiente e saude
humana (HE et al., 2007), acesso a dados de sequencias de DNA destas
comunidades, além de comparacodes entre conteudo génico e a comunidade de
microrganismos encontrada (FRIAS-LOPEZ et al., 2008).

Diversas estratégias tém sido usadas para estudar as relagbes entre
funcionamento de ecossistemas e estrutura de comunidades microbianas. Os
maiores esforgos sdo para atribuir fungdées-chave a membros especificos da
comunidade e observar as cooperacdes entre estes membros (BENNDORF et
al., 2007).

O poder destas comunidades e sua versatilidade metabdlica
permanecem obscuros, entretanto, estas atuando em conjunto, regulam a
grande maioria das transformagbes de matéria e energia na Terra
(COMMITTEE ON METAGENOMICS, 2007)

Uma vez que a diversidade de microrganismos encontradas nos mais
diferentes ambientes, é extremamente grande, na mesma escala em que é
complexa, sado necessarios estudos que busquem elucidar a papel dos
microrganismos de diversos ecossistemas e a importancia destes nos ciclos
biogeoquimicos.

Assim, este trabalho tem como objetivo analisar a diversidade bacteriana
em solos de Floresta e em solos cultivados com cana-de-aclUcar em diferentes
periodos do ano que possa estar relacionada com a dindmica dos ciclos
biogeoquimicos, bem como um estudo comparativo entre diferentes areas de

cultivo e técnicas de sequenciamento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Microrganismos e os ciclos biogeoquimicos

Os microrganismos sao fundamentais para varias funcées em diversos
ecossistemas, dentre eles os solos, estando diretamente relacionada com o
equilibrio do mesmo; consequentemente, a perda desta diversidade perturba
diretamente muitas atividades.

Assim, um melhor entendimento dos efeitos antropogénicos nas
comunidades microbianas é extremamente importante, pois 0s
microrganismos, entre outras atividades, regulam diversos processos
biogeoquimicos no solo, incluindo decomposicdo da matéria organica,
mineralizagcdo de nutrientes e emissdo e consumo de gases (RADMAN et al.,
2003). Essas atividades ndo sdo somente essenciais para o funcionamento de
ecossistemas naturais, mas também sao importantes para a manutencéo de
ecossistemas agricolas.

Pesquisas tém sido direcionadas a fim de estabelecer as relagdes entre
composigao, diversidade e abundancia dos microrganismos no solo, e sua
relagdo com efeitos ambientais como erosdo, emissdo de gases estufa e
sequestro de carbono (GILLER et al., 1997).

O planeta terra € um grande ecossistema com quantidades limitadas
de carbono, oxigénio e nitrogénio disponiveis para todos as formas de vida.
Estes elementos essenciais (Tab. 1) devem ser convertidos de uma forma para
outra e disponibilizado aos organismos (ADUAN et al, 2004). Os
microrganismos apresentam uma caracteristica essencial a estes processos
ambientais que consiste na capacidade de reciclar elementos essenciais. A
ciclagem microbiana de elementos (ex: C, N, P e S) é conhecida como
biotransformagdo e acontece em escala global transferindo os elementos de
um local para outro (TODAR, 2006).

A separacdo e organizacao dos microrganismos do solo se da em
relacdo a sua atividade biolégica nos ecossistemas, como exemplo os atuantes
no ciclo do nitrogénio , carbono , fésforo e enxofre (VAL-MORAES, 2008). Os
procariotos (Bacteria e Archaea) possuem metabolismos tdo diversos que o0s
qualificam como participantes de todos os ciclos dos elementos essenciais.



Como exemplos, podemos citar a conversao de diéxido de carbono em metano
(metanogénese) e a conversdo de nitrogénio atmosférico em formas
assimilaveis (fixacao bioldgica) que sédo processos unicamente realizado por
procariotos, sendo essenciais para 2 dos ciclos mais importantes: C e N (SONI,
2007).

Tabela 1: Elementos quimicos, fonte e sua fungédo nas células.

Elemento % Peso Seco Fonte Funcgio
Carbono 50 €O, compostos organicos Principal constituinte celular
Oxigénio 20 H,0, CO,, 0,, compostos organicos Aceptor de Elétrons; contituinte celular
Nitrogénio 14 NH3, NO3, N,, compostos orgdnicos Aminoacidos, Acidos nucleicos, coenzimas, etc
Hidrogénio 8 H,0, compostos organicos, H, Constituinte celular
Fosforo 3 PO, Acidos nucleicos, Fosfolipideos, ATP
Enxofre 1 S04, H,S, S, Aminodacidos (cisteina e metionina)
Potassio 1 Sais de P Cofator enzimatico
Magnésio 0,5 Sais de Mg Cofator enzimatico
Calcio 0,5 Sais de Ca Cofator enzimatico
Ferro 0,2 Sais Ferrosos Citocromos, Cofator enzimatico

Adaptado de: TODAR, 2006.

Outros processos metabdlicos interessantes podem ser citados como a
utilizacdo de compostos inorganicos como ambdnia (NHjz) e sulfeto de
hidrogénio (H>S) como fonte de energia; outros utilizam nitratos ou sulfatos ao
invés de oxigénio (O.) durante o processo de respiracdo. Basicamente todo
oxigénio & derivado do processo de fotossintese de microalgas eucaribticas e
as cianobactérias participam com grande importancia deste processo
(MARQUES, 2006). A lista de exemplos de envolvimento microbiano nos ciclos
¢ infinita, e provavelmente, todos os microrganismos em um ecossistema estao
envolvidos de uma maneira intima e Unica (TODAR, 2006).

A decomposicdo da matéria organica é outro processo pelo qual
nutrientes minerais como N, P e K presentes em materiais mortos, estdo
disponiveis prontamente para uso pelos consumidores primarios. Sem este
processo de ciclagem de nutrientes, a produgao primaria em escala global se
extinguiria (SONI, 2007).

O carbono é o elemento central de todas as moléculas organicas,
sendo também o elemento mais abundante. Uma das formas mais comuns de

encontra-lo € na forma gasosa como diéxido de carbono (CO.) Seres



autotréficos, que incluem plantas, algas, bactérias fotossintéticas e
metanogénicas, utilizam CO, como fonte de carbono para o crescimento. Ja os
heterotréficos necessitam de carbono orgénico para o crescimento e,
finalmente, converté-o de volta para CO, (ADUAN et al., 2004).

A queima de combustiveis fésseis, principalmente petrdleo e carvao,
além de queimada de florestas e cana-de-acucar, libera anualmente grandes
quantidades de C na atmosfera (GRACE, 2001). A liberagcdo de C para a
atmosfera, principalmente o oriundo da queima de material vegetal ou
combustiveis fosseis, estda sempre em evidencia devido sua contribuicao para o
efeito estufa bem como as mudancas climaticas globais (KREILEIMAN E
BOUWMAN, 1994).

A superficie terrrestre contém cerca de cem quatrilhdes de toneladas
de carbono (10%® g) e a maior parte estad contida em rochas sedimentares
(8x10%2 g) que tem um processo de decomposicao lento, ndo sendo levado em
conta diretamente como participante do ciclo global do carbono
(SCHELESINGER, 1997). O restante do carbono que participa desta ciclagem
¢é liberado a partir da queima de combustiveis fésseis e por seres vivos dentre
eles 0s microrganismos.

Outro elemento que chama atencdo devida sua importancia e
abundancia na atmosfera é o nitrogénio. Esse elemento é constituinte essencial
de aminoacidos, bases nitrogenadas, acidos nucleicos, hormonios e clorofila,
entre outras moléculas (CRAWFORD et al., 2000) e esta entre os quarto
elementos mais abundantes nos seres vivos. Um complexo ciclo biogeoquimico
deste elemento permite sua incorporacao através de processos naturais como
fixacdo atmosférica e deposicdo pela chuva ou a Fixacdo Bioldgica do
Nitrogénio — FBN (ARAUJO et al., 2006). Nos sistemas biolégicos, este
elemento apresenta o mais complexo dos ciclos devido a diversidade das
maneiras que o elemento pode aparecer na biosfera.

O maior reservatério de N que existe é a atmosfera, o ar é composto
de aproximadamente 78% deste elemento mas nesse local ele se encontra em
uma forma quimica que nao pode ser assimilada, o nitrogénio gasoso (N2). Os
microrganismos sao 0s Uunicos seres capazes de remover o N> da atmosfera e

transforma-lo em formas assimilaveis como a amdnia (NH3) (SONI, 2007).



Grupos especificos de bactérias podem realizar este processo, seja em
vida livre ou em simbiose com determinados vegetais. A aménia gerada neste
processo € assimilada em moléculas diversas como ja citado. Bactérias como
Clostridium, Azotobacter, Pseudomonas, Cianobactérias, entre outros sao
capazes de fixar No em vida-livre, outros como Rhizobium, Bradyrhizobium,
Frankia, etc, se associam simbioticamente com as raizes de diversos vegetais
formando nddulos caracteristicos (ZILLI et al., 2005).

Outra forma de utilizacao de N é a respiragéo anaerdbica, no qual estes
microrganismos utilizam formas como nitrato (NO3 7) e nitrito (NO2 ) como
aceptor final de elétrons na cadeia respiratéria. Podemos citar como exemplo,
Bacillus e Pseudomonas comumente encontradas no solo a que utilizam nitrato
(NO3 7), o qual é reduzido a nitrito (NO. ) e depois a forma gasosa. Este
processo é conhecido como Denitrificacao (HENRY et al. 2004). Geralmente as
bactérias denitrificantes sdo aerdbicas facultativas.

Inversamente, o processo de nitrificagdo também & comum entre as
bactérias. Bactérias nitrificantes como Nitrosomonas utilizam NH3; como fonte
de energia, oxidando em NO: ~ , enquanto Nitrobacter oxida NO, = em NOjs -
Essas bactérias sdo encontradas em diversos ambientes, sejam eles aquaticos
ou terrestres e nestes apresentam grande significancia para a fertilidade dos
solos (BASHKAR; CARYULU, 2005). Como aspecto final a ser levado em
consideracdo sobre este ciclo, temos ainda a disponibilizacdo de N em
ambientes oriundo da decomposi¢do de matéria morta (vegetal ou animal), pois
0s microrganismos envolvidos utilizam o elemento nos processos de nutricao.

O Enxofre (S) é encontrado em vitaminas, metabdlitos além de ser
componente de aminoacidos (cisteina e metionina), sendo essencial para todos
0s organismos. Assim como 0s outros elementos, pode ser convertido através
de microrganismos, 0s quais tem a capacidade de reduzir sulfato (SO4) em
sulfeto (H2S). Alguns grupos de bactérias podem oxidar H.S em S sendo
chamadas de bactérias verdes sulfurosas. Outras utilizam H,S e S como fonte
de energia. Em ambos os casos, microrganismos podem mediar a conversao
de H,S em SO4 (LIU et al., 2009).

Geralmente estes processos, sao realizados por bactérias termofilicas
ou acidofilas (acidificam o ambiente pela producao de acido sulfurico). SO4 e S
podem ser utilizados como aceptores finais de elétrons nos processos de



respiracdo anaerdbica. Quando estes processos de respiracao anaerdbica
acontecem, H.S é liberado conferindo odor especifico a solos, sedimentos ou
substratos diversos. Bactérias e plantas assimilam S na forma de SOy, € alguns
animais e bactérias utilizam como fonte de S, proteinas originadas de
decomposicao (SONI, 2007).

O fosforo (P) é um elemento essencial em sistemas biolégicos, porque
€ um constituinte de acidos nucleicos, (DNA e RNA) e ocorre nos fosfolipidios
das membranas celulares. O fosfato é também um constituinte de ADP e ATP,
que sao moléculas de energia em sistemas biolégicos. O ciclo do fésforo é
relativamente simples, uma vez que nao ocorrem intermediarios gasosos e o P
inorganico € convertido em organico, e deste retorna a inorganico (ADUAN et
al., 2004). A auséncia de formas atmosféricas de P faz com que o fluxo desde
elemento seja sempre no sentido do continente em diregdo ao leito de rios e
oceanos. Este s6 retorna a terra em pequenas por¢des quando animais se
alimentam de produtos aquaticos, ou quando os oceanos elevam seu piso,
formando porcoes de terra o que ocorre em milhdes de anos (SONI, 2007).

A maior fonte de fosforo ndo vem da atividade microbiana, como
acontece com outros elementos e sim de fontes minerais que sofrem
intemperismo. Fungos e substancias liberadas pelas raizes das plantas podem
aceleram este processo em ecossistemas terrestres. O P sempre foi
extremamente importante para produgcao agricola devido sua importancia na
formagédo de compostos presentes nos seres vivos. Fontes artificiais de P séo
introduzidas nesses sistemas a fim de suprir as necessidades do sistema
(DIEBEL et al., 2009).

2.2. Vegetacao do Estado de Sao Paulo

O Estado de Sao Paulo, bem como todo o Brasil, sempre ocuparam
lugar de destaque quando o assunto € biodiversidade. Originalmente era
totalmente coberto por vegetacdes e colonizado por animais que apresentavam
suas peculiaridades de acordo com o local que ocupavam. O Estado de Sao
Paulo atualmente possui poucas areas ainda recobertas por vegetacao natural
(FUNDAGCAO FLORESTAL - SMA, 2013).



Uma peculiaridade do sudeste brasileiro € a presenca de remanescentes
florestais de diferentes unidades fitogeograficas ocorrendo muito proximos
entre si. No Estado de S&o Paulo, entre 25° e 22° de latitude sul ocorrem
fragmentos de pelo menos quatro grandes formacobes florestais como as
Formacgdes Pioneiras com Influéncia Marinha (Floresta de Restinga), a Floresta
Ombrdfila Densa, a Floresta Estacional Semidecidual e a Savana Florestada
(Cerradao), cada qual com composicao floristica, estrutura e dinamica proprias,
em fungao dos fatores biéticos e abibticos determinantes (VELOSO, 1992).

E inquestionavel a importancia das florestas naturais na integracdo e
preservacao da biodiversidade, ou na manutencdo dos ecossistemas e das
funcdes relacionadas a hidrologia e a geologia, entre outros aspectos. Devido a
intensos processos de degradacao, diversas areas foram determinadas como
unidades de conservacgao, parques entre outros. No interior do Estado, dentre
estas areas fitogeograficas importantes, a Floresta Estacional Semidecidual e o
Cerrado ganham destaque.

As florestas estacionais semideciduas do Estado de Sao Paulo
sofreram diferentes formas de perturbacdes e encontram-se restritas a
pequenos fragmentos (LEITAO-FILHO 1987). A floresta estacional
semidecidual constitui uma vegetacao pertencente ao bioma da Mata Atlantica
(Mata Atlantica do Interior), tipica do Brasil Central e condicionada a dupla
estacionalidade climatica: uma estagdo com chuvas intensas de verao,
seguidas por um periodo de estiagem (IBGE, 1992).

Outro bioma de destaque encontrado no interior do Estado sédo as
formagbes de cerrado. O Cerrado é o segundo maior bioma brasileiro,
estendendo-se originalmente por uma area de 2.045.064 km2, dos quais
apenas 20% desta area ainda é conservada. E caracterizado por pequenas
arvores de troncos torcidos e recurvados e de folhas grossas, esparsas em
meio a uma vegetacao rala e rasteira, misturando-se, as vezes, com campos
limpos ou matas de arvores ndo muito altas (WWF BRASIL, 2013). E um
ecossistema muito rico em sua biodiversidade apresentando fisionomia e
composigao floristicas variaveis: a campestre, as savanicas e a floresta
(TOLEDO-FILHO, 1984).

Com a finalidade de protecdo dos fragmentos de biomas ainda
existente, como ja citado, areas protegidas legalmente foram criadas. No



Estado de Sdo Paulo existem 38 unidades de conservacdo denominadas
Parques Estaduais, que ocupam uma &rea de 767.681,88 ha (FUNDACAO
FLORESTAL - SMA, 2013). Dentre estes parques protegidos por decretos,
encontra-se o Parque Estadual do Vassununga (PEV). Foi criado pelo Decreto
Estadual n® 52.546, de 26 de outubro de 1970, e teve seus limites alterados
pelo Decreto Estadual n® 52.720, de 12 de margo de 1971. Essa unidade tem
2.071,42 ha, divididos em seis glebas: Pé-de-Gigante, Capao da Varzea,
Capetinga Leste, Capetinga Oeste, Praxedes e Maravilha, todas localizadas no
municipio de Santa Rita do Passa Quatro, no Estado de Sdo Paulo, com
altitude variando de 590 a 740 m.

As glebas do Parque pertenciam a antiga Usina Acucareira
Vassununga. Apresentam em sua area, duas diferentes unidades
fitogeograficas, a Floresta Estacional Semidecidual e Cerrado. A area do
parque esta fragmentada pelo cultivo do entorno com cana-de-aglcar,
eucalipto e pecuaria (FUNDACAO FLORESTAL - SMA, 2013). O desafio mais
importante para o manejo do PEV é a minimizagdo dos impactos causados
pelos efeitos de borda em seus fragmentos e a ampliacdo da conectividade
entre suas glebas e delas para com outros fragmentos importantes da regiao.

Quanto a macro e mesobiota encontradas nos diversos ambientes,
sempre se soube da importancia dos mesmos, entretanto na ultima década,
estudos relacionados a microbiota ganharam notoriedade. Os microrganismos
do solo contribuem para uma ampla quantidade de servigos essenciais para a
funcédo sustentavel de todos os ecossistemas. Eles agem como os principais
agentes de conducdo da ciclagem de nutrientes, regulacdo da dinamica da
matéria organica, sequestro de carbono e a emissao de gases de efeito estufa,
afetando diretamente a estrutura fisica do solo (DANIEL, 2005).

Devido a vasta diversidade, as grandes populagdes e a longa histéria
evolutiva, os microrganismos vém contribuindo fortemente para a riqueza e a
complexidade das interagbes no solo, incluindo desde simbioses altamente
especificas a mutualismos difusos (BEARE et al., 1995).
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2.3. Cultura da Cana-de-acucar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma monocotileddnea de médio
porte pertencente a Familia Poaceae. Essa planta forma rizomas e touceiras,
produz colmos grossos, suculentos e ricos em aglcares (sacarose) divididos
em nos e entrends. Suas folhas sédo alternas e longas, apresentando o limbo
com nervuras medianas, fortes e largas, com a base auriculada, possui ainda
bainha formando um tubo que envolve o colmo (ROSA, 2009). A cultura da
mesma é semi-perene, podendo produzir por 4 a 6 anos.

No Brasil o cultivo de cana-de-acucar comecou apds a expedicao de
Martin Afonso de Souza, em 1532 na Serra do Mar, na Capitania de Sao
Vicente. Originaria da Asia adaptou-se bem ao clima do Brasil, pois é propria
para climas tropicais e subtropicais (THEODORO, 2011).

No inicio do século XX a cana-de-acucar que ja era extremamente
explorada para producdo de aglUcar e cachaca, passa a ser candidata a
fornecedora de combustivel (etanol) fato impulsionado pela iminente
fabricacdo de motores a alcool. Em 1931, o entdo presidente Getllio Vargas
criou um decreto que determinou a adicdo de 5% de etanol a gasolina.
Adicionalmente, em 1933, criou o Instituto do Alcool e Acucar (IAA), que
favoreceu o crescimento do setor principalmente no Estado de Sao Paulo
(ROSSETO, 2008). Em 1975, foi criado o programa Proalcool que visou a
diminuicdo da importacdo de combustiveis fosseis que estavam com valores
cada vez maiores devido a crise do petroleo de 1973 (NATALE-NETTO, 2007).

Com o crescente aumento da populagédo, e consequente aumento da
frota de veiculos, a necessidade por alimentos e combustiveis aumentou
principalmente aqueles combustiveis produzidos com um impacto menor ao
meio ambiente, favorecendo entdo, a substituicdo dos combustiveis de origem
féssil e ndo renovaveis pela bioenergia que apresenta inUmeras vantagens
econdmicas e ambientais (NOGUEIRA; LORA, 2003).

A cultura da cana-de-acucar, uma das mais importantes atividades
econbmicas na histéria do Brasil, estd novamente em fase expansédo e
desenvolvimento, sendo o pais 0 maior produtor mundial. Relativamente facil
de ser implantada e manejada, com baixo custo, podendo atingir rendimentos
de massa verde superiores a 120 t/ha/ano (TOWNSEND, 2000).
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O total de cana moida na safra 2012/13 foi de 588,37 mil toneladas, com
aumento de 5% em relacao a safra 2011/12, que foi de 559,21 mil toneladas
(UNICA, 2013). O Brasil € o maior produtor de agucar e etanol de cana do
mundo. A area cultivada com cana-de-acucar que sera colhida e destinada a
atividade sucroalcooleira na safra 2012/13 esta estimada em 8,4 milhdes de
hectares. O estado de Sdo Paulo € o maior produtor brasileiro com 52%,
sendo assim 4,4 milhées de hectares. A area nacional de cana-de-acucar,
destinada a producgao sucroalcooleira apresentou um crescimento de 1,5% ou
123 mil hectares em relacao a safra passada (CONAB, 2013).

Os biocombustiveis, principalmente o etanol, sao fontes energéticas
que apresentam melhores atributos ambientais, sociais e econémicos frente
aos derivados de petroleo. Além do mais, existe uma grande valorizagdo dos
produtos derivados de cana-de-acUcar frente a outros produtos agricolas,
aproveitamento na integra da matéria prima, além do baixo custo da producao
do alcool e agucar, comparado com produtos similares de outras fontes
(THEODORO, 2011). Como 06nus deste processo, existem o0s impactos
ambientais causados por este tipo de cultivo, a monocultura. No Estado de
Sao Paulo, areas cobertas por mata natural foram gradativamente substituidas
por canaviais. Esta substituicdo, em conjunto com cultivo continuo, prolongado
e, mais recentemente, intensivo, tem ocasionado mudancas nas
caracteristicas do solo, ar, recursos hidricos e até alteracao na fauna local
(ZORATTO, 2006).

Pode-se mencionar a contaminacao de solos e dguas proveniente dos
agroquimicos utilizados, compactacdo e erosdao dos solos, empobrecimento
e/ou extingao da biota e microbiota associada a cana-de-acucar bem como, a
emissao de poluentes proveniente da pratica de queima da palhada antes da
colheita (GUARNIERI; JANNUZZI, 1992).

Parte da cana produzida no pais, é colhida manualmente, sendo assim
para facilitar o processo, a mesma deve ser queimada antes da colheita, o que
libera na atmosfera toneladas de poluentes anualmente. Dentre os poluentes
emitidos pela queima da cana-de-agucar encontram-se CO, CO,, NO, SO,
CHg4, hidrocarbonetos ndo metanicos, sulfatos e material particulado além de
compostos organicos volateis (COV) e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) (GONCALES, 2006). Atualmente, a Lei Estadual n® 11.241 de 19 de
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setembro de 2002, regulamenta o processo de queima da palhada de cana-de-
acucar no Estado de Sao Paulo, prevendo a eliminacdo completa dessa
pratica. Um protocolo de cooperacdo agroambiental foi estabelecido em 2007
através da Unido da Industria de Cana-de-Acucar do Estado de Sao Paulo
antecipa os prazos legais para a eliminacdo da pratica da queima, de 2021
para 2014 nas areas onde ja é possivel a colheita mecanizada e de 2031 para
2017 nas areas em que nao existe tecnologia adequada para a mecanizacao
(UNICA, 2013).

Além dos efeitos negativos ja citados, a intensificacdo da agricultura
causa significante perda de biodiversidade e, consequentemente, ocasiona
diversos efeitos negativos ao ambiente e também a producdo agricola. A
reducdo da biodiversidade do solo é mais evidente quando se trata de
sistemas de monocultura, impactando 0s microrganismos e diversos

invertebrados, e também reduz a capacidade de autorregulacéo do solo.

2.4. Estudos de microrganismos independente de técnicas de cultivo

Recentes estimativas do numero de espécies microbianas em um
grama de solo tém ganhado muita atengdo. Estas estimativas fazem com que o
solo seja considerado abrigo de diversas populacées de microrganismos nao
encontradas em nenhum outro habitat na Terra. Entretanto, ndo se observa um
consenso nas estimativas do numero de espécies por grama de solo.
Considerando-se bactérias, por exemplo, esta faixa varia de 2000 a 8,3 bilhdes
de espécies (GANS et al., 2005; SCHLOSS; HANDESMAN, 2006)

Muitas espécies procariotas e eucariotas ndo podem ser isoladas
facilmente de amostras ambientas ou nao podem ser cultivadas “in vitro”. Para
se conhecer a diversidade e atividade das espécies microbianas no solo, assim
como sua diversidade funcional em resposta a diferentes fatores ambientais, foi
necessario o desenvolvimento de novas abordagens adaptadas a estes
organismos. Assim a metagendmica aparece como uma ferramenta
extremamente poderosa para estes estudos (BAILLY et al, 2007).

A ecologia de microrganismos apresentou grande avanco com o
surgimento de técnicas moleculares baseadas na analise do DNA de

microrganismos retirados diretamente de amostras ambientais, sem a
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necessidade de multiplicacdo de células isoladas previamente (PACE et al.,
1986). Os estudos pioneiros baseados nestas técnicas, tornou possivel
analisar a estruturas de comunidades microbianas, utilizando as informacées
da sequéncia de nucleotideos do DNA ribossémico (rDNA) (BENLLOCH et al.,
1995).

A metagen6mica aparece como alternativa, pois se trata de estudo
independente de cultivo, do conjunto de genomas de comunidades
microbianas, aplicados a exploracdo de consércios microbianos em amostras
ambientais, plantas ou outros hospedeiros (PETROSINO et al., 2009)

Estimativas indicam que estao descritos e caracterizados, apenas 10%
de todos os microrganismos que existem na Terra. Tal valor esta diretamente
relacionado com a abordagem dependente de cultivo, pois esta limitou,
seriamente, a avaliacdo taxonOmica e filogenética como estimativa da
diversidade, pois os métodos convencionais de cultivo ndo contemplam a
maioria dos microrganismos (PACE, 1997). Estudos empregando técnicas
moleculares revelaram que as técnicas de cultivo existentes eram incapazes de
isolar certas espécies e que a diversidade genética de microrganismos na
natureza é muito maior do que se imaginava (SILVEIRA et al., 2006). A maioria
dos estudos metagendmicos, nao inclui os eucariotos, possivelmente por se
tratar da minoria em ambientes, ou porque sao excluidos durante o
processamento das amostras coletadas (filtracdo, centrifugagcdo em gradiente
de densidade), assim excluidos da biomassa que sera submetida a extracao de
acidos nucléicos (BAILLY et al., 2007).

Entre as técnicas independente de cultivo mais difundidas para o
estudo da diversidade bacteriana, encontra-se com o uso do DNA ribossémico
(rDNA) 16S, aplicada ao estudo da comunidade bacteriana de diferentes
ambientes (PEDRINHO et al., 2009).

A regido codificadora do 16S rRNA apresenta diversas porcao, dentre
elas algumas conservadas e outras hipervariaveis numeradas de 1 a 9 (V1 a
V9) e estas sdo diversificadas entre as espécies bacterianas. Assim, essas
sequencias se tornaram padrao na determinagéao de relacées filogenéticas, na
avaliagdo da diversidade em amostras ambientais e na detecgédo e
quantificacao de populagdes especificas (LIU; STAHL, 2002).
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A metagenémica baseada em estudos de diversidade nao nos revela
informacgdes relativas ao estado de expressao dos genes, sendo assim, o papel
funcional de muitos genes ou organismos investigados em determinado
ambiente permanecem desconhecidos. Para se superar esse desconhecimento
uma nova abordagem na area da metagendmica é a tecnologia da
Metatranscriptémica (URISCH et al., 2008). A metatrancriptémica € uma
importante ferramenta nos estudos de dinamica funcional de comunidades de
microrganismos presentes em determinado ambiente (WARNECKE; HESS,
2009). Enquanto a genémica e metagen6mica estudam um microrganismo ou
comunidade microbiana potencial, a metatranscriptébmica estuda um conjunto
de genes transcritos em determinada condicdo ambiental. Esta técnica é
extremamente poderosa para entendimento de padrdes de expressao
momentaneos de genes essenciais para sobrevivéncia de microrganismos em
determinado nicho (WARNECKE; HESS, 2009)

Numerosos estudos do perfil de expressdo tém sido realizados nos
ultimos anos buscando informacdes relacionadas a questdes médicas,
microbiolégicas e ambientais correlacionados aos padroes de expressao
génica (QIU et al., 2008). A maioria destes estudos foram realizados atravées da
técnica de microarranjos. Inicialmente eram experimentos restritos a um unico
organismo crescido em cultura pura sendo posteriormente empregada para
estudos com diversos organismos (YOU et al., 2008). O uso da técnica de
microarranjo constitui uma ferramenta eficiente para o estabelecimento de
perfis das comunidades microbianas e quantificacdo das mudancas na
microbiota do solo, em sedimentos e na agua, assim como indicador de
microrganismos envolvidos em sistemas de biorremediacdo (SPIRO et al.,
2000).

2.5. Sequenciamento de alta performance

Com a evolucdo das estratégias moleculares para andlises de
genomas e sequencias diversas, um aumento exponencial de novos dados
ocorreu. Anteriormente baseado principalmente na tecnologia de
sequenciamento desenvolvida por Sanger (1977), o avanco no conhecimento
de sequencias foi lento quando comparados com as novas tecnologias
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emergentes de sequenciamento de alta performance ou sequenciamento de
nova geragao.

O grande numero de projetos utilizando a abordagem metagendémica
de diversos ambientes terrestres e aquaticos, dentre outros, paralelo ao
desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento de alta performance
esta facilitando o entendimento das comunidades microbianas ambientais
(DELMONT et al., 2011). Além da importancia ecoldgica, este entendimento
tem consideravel valor econémico. Vogel e cols. (2009) consideram que a
comunidade microbiana do solo como uma “mina de ouro” para novos genes e
para vias relacionadas a degradacao de poluentes, biofilmes, producao de
novas drogas.

As novas tecnologias de sequenciamento comecaram a ser
comercializadas em 2005 e estdo evoluindo rapidamente. Todas essas
tecnologias promovem o sequenciamento de DNA em plataformas capazes de
gerar informacdo sobre milhdes de pares de bases em uma Unica corrida
(CARVALHO; SILVA, 2010). Em comparagéao, o sequenciamento de bibliotecas
de fragmentos 16S rRNA contendo milhares de clones, e a utilizagdo de
microarranjos, apresentam elevado custo além de dispéndio de tempo,
prejudicando assim sua utilizacdo como estratégias de rotina laboratorial
(ZHOU et al., 2011)

As novas plataformas sdo capazes de gerar informagdo muitas vezes
maior que o sequenciamento de Sanger (TAB. 2), com uma grande economia
de tempo e custo por base para o sequenciamento. Estes sistemas utilizam um
processo de clonagem ‘“in vitro” e plataformas de realizagdo automatizadas nao
sendo necessaria a producdo de clones bacterianos em grande escala e
montagem das placas de sequenciamento e separacdo de fragmentos. A
clonagem “in vitro” em suporte sélido permite que milhares de leituras possam
ser produzidas de uma s6 vez com a plataforma (CARVALHO; SILVA, 2010).

As novas técnicas utilizadas incluem a plataforma 454 pirosequenciador
da Roche, Solexa da lllumina, a plataforma da Applied Biosystems,
denominada SOLID System, e o HeliscopeTrue Single Molecule Sequencing
(tSMS), da Helicos (MOROZOVA; MARRA, 2008).
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Tabela 2: Técnicas de sequenciamento: estratégia e geracao de dados

Tecnologia| Estratégia |Tamanho dos " reads"| Dados gerados por corrida
Sanger Sintese por terminadores 900 pb 96 Kb
454 GS FLX Pirosequenciamento 1000 pb 700 Mb
Illumina  Sequenciamento por sintese 100 pb 600 Gb
SOLiD Sequenciamento por ligacao 75pb 160 Gb

A plataforma 454 Pirosequenciador foi o primeiro sistema de nova
geragdo comercialmente disponivel. Este sistema estd baseado em um
mecanismo de PCR em emulsdo “in vitro” e a deteccdo em uma série de
reacdes enzimaticas devido a quimioluminescéncia liberada (MOROZOVA;
MARRA, 2008). O sistema requer que o DNA seja mecanicamente
fragmentado, transformado em fragmentos fosforilados e ligado a adaptadores
de sequencia especifica (um adaptador na extremidade 3’ e outro na 5’). Estes
mesmos adaptadores serdo utilizados para ligacao dos fragmentos de DNA a
microesferas onde ficardo imobilizados durante a PCR. Apds a amplificacao, as
microesferas sdo depositadas nas placas de sequenciamento (MARDIS, 2008).

O sequenciamento € realizado em ciclos, e a cada ciclo um tipo
determinado de nucleotideo é adicionado a reacdo. Se o0 nucleotideo
adicionado for incorporado a sequéncia em sintese, um sinal de luz é emitido,
sendo a intensidade desse sinal um reflexo do numero de nucleotideos desse
tipo especifico que foram sucessivamente incorporados na molécula
(CARVALHO; SILVA, 2010).

A plataforma SOLID (Sequencing by Oligonuclotide Ligation and
Detection) baseia-se em um processo de sequenciamento utilizando a enzima
ligase, ao contrario dos outros sistemas que utilizam a polimerase. Como em
outras plataformas o DNA deve ser fagmentado. Neste caso pode-se
fragmentar o material de 60 a 90 pb ou de 1 a 10 Kb, com ambas as
extremidades ligadas a adaptadores (MARDIS, 2008 b). A PCR em emulsao
também é utilizada neste processo, entretanto as microesferas na qual estao
associados os fragmentos de DNA sao depositadas em uma lamina de vidro.
Primers especificos se unem as moléculas imobilizadas nas microesferas.
Durante o processo de incorporacdo de novos nucleotideos, fluorescéncia é
emitida e captada (MOROZOVA; MARRA, 2008).
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O sequenciamento baseado na plataforma Solexa/lllumina, é baseado
na utilizacdo de nucleotideos terminadores marcados fluorescentemente como
na técnica de Sanger. A diferenca deste sistema em comparacdo com o0s
anteriormente descritos, estd no fato de a PCR ser realizada com as amostras
imobilizadas em uma via soélida de vidro (PCR em fase sélida) (TURCATTI et
al., 2008).

Na superficie solida chamada de “flow cell’, adaptadores estao
ancorados pela porcdao 5 deixando livre a extremidade 3 para o
sequenciamento. Os fragments de DNA também possuem adaptadores
capazes de se ligar aos adaptadores imobilizados. Apds o ciclo de pareamento,
o fragmento forma uma estrutura em “ponte” na superficie de sequenciamento
e a extensao ocorre (Fig. 1), formando a fita complementar também em “ponte”
(MARDIS, 2008).

No ciclo de desnaturacéo, as fitas sdo separadas e linearizadas. As
cbpias geradas permanecem agrupadas formando “clusters”. Estes “clusters”
possibilitam a emissdo de fluorescéncia durante a incorporacdo dos
nucleotideos terminadores. A leitura das bases é feita pela analise sequencial
das imagens capturadas em cada ciclo de sequenciamento. Em geral, leituras

de 25-35 bases sao obtidas de cada cluster (CARVALHO; SILVA, 2010).
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Figura 1: Sistema de Incorporacdo de nucleotideos e sequenciamento em
matriz sélida do sistema Solexa/lllumina. Adaptado de SHENDURE; JI (2008).

Como ja citado, estas novas tecnologias sdo essenciais para a ciéncia
atual, contribuindo com a descoberta de novas drogas, melhor entendimento de
processos relacionados as mudangas climaticas, processos agrondmicos em
geral, dentre outros. Contudo este ramo ainda carece de profissionais e suporte
para armazenamento e processamento deste grande volume de dados gerados
em apenas uma unica corrida (DELMONT et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas da UNESP/FCAV, Jaboticabal-SP. A descri¢do
experimental e os protocolos estdo abaixo relacionados.

Os protocolos, quando nao especificados pelo fornecedor dos kits ou
reagentes, foram baseados em Sambrook e Russell (2001). Tais técnicas néao
oferecem risco para o meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos

padrbes de biosseguranca (NB-1).

PARTE I: Area de estudo e amostragem do solo, obtencdo e analise do

DNA metagenémico

1. Areas de estudo

1.1. Area 1: Santa Rita do Passa Quatro

Duas areas localizadas no municipio de Santa Rita do Passa-Quatro
(SRPQ), Leste do Estado de Sao Paulo (Brasil), foram utilizadas como ponto
de coleta de solo sendo uma das areas sob cultivo de cana-de-agucar (proximo
as coordenadas geograficas 21° 42°'34” Sul e 47° 34’30” Oeste e altitude média
de 589m) cuja colheita da mesma € realizada manualmente logo apds a
gueima da palhada, e outra area de floresta, situada no Parque Estadual de
Vassununga (préximo as coordenadas geograficas 21° 42°30” Sul e 47° 34°56”
Oeste e altitude média de 602 m) (Fig.2).

Segundo a classificacao climatica de Kéeppen e Geiger (1928) baseada
em dados mensais pluviométricos e termométricos, o tipo dominante na area é
o Cwa, caracterizado pelo clima tropical de altitude, com chuvas no veréo e
seca no inverno, com a temperatura média do més mais quente superior a
22°C. A temperatura média é de 21°C (minima de 17,5°C e maxima de 23,5°C)
e a precipitacao varia de 24 a 278 mm/més (CEPAGRI, 2013 — A).
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Figura 2: Areas de coleta de solo em Santa Rita do Passa Quatro - SP. Area

de floresta e cultivo com cana-de-agucar. Imagens de satélite.
1.2. Area 2: Mococa

Outra area do estudo, referente ao trabalho de Macedo (2012), situada
no Municipio de Mococa, nordeste do Estado de Sao Paulo (proximo as
coordenadas geograficas 212 25’ Sul e 47°05’ Oeste. A altitude média da area é
de 645 m. A classificacdo climatica de Kéeppen e Geiger (1928), classifica o
clima do municipio como sendo do tipo Aw, sendo tropical chuvoso com
inverno seco e més mais frio com temperatura média superior a 18°C. O més
mais seco tem precipitagcdo inferior a 60 mm. A temperatura média para o
municipio é de 23° (variando de 21 a 25°C). As chuvas variam de 21 a 273
mm/més (CEPAGRI, 2013 — B).

A referida area de estudo pertence a Usina Ipiranga, e foi originalmente
convertida a partir da mata nativa e tem sido explorada com manejo manual
com queima (MACEDO, 2012).

As amostragens também foram realizadas em uma area cultivada com
cana-de-agucar e outra de floresta (Fig. 3), sendo as coletas realizadas no més
de fevereiro de 2010.
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Figura 3: Areas de coleta de solo em Mococa - SP. Area de floresta e cultivo
com cana-de-agucar. Imagens de satélite. Adaptado de: MACEDO (2012).

2. Coleta do solo

As amostras dos solos foram retiradas em dez pontos de cada area
escolhida (Fig. 4) a partir das coordenadas acima descritas para as areas de
Santa Rita do Passa Quatro. A partir do ponto referido como “corner”, os
pontos A estavam a 1m, os pontos B a 10m e os pontos C a 100m de distancia

do corner.
Corner Al Bl
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Figura 4: Metodologia de marcagdo dos pontos de amostragem de solo nas
areas de floresta e cana-de-acucar em Santa Rita do Passa Quatro - SP.
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As amostras foram coletadas em tubos de P.V.C. com 25 cm de
comprimento e 5 cm de didametro, introduzidos verticalmente no solo (Fig. 5).
Os mesmos foram identificados, vedados com fita adesiva, acondicionados em
caixas térmicas com gelo e enviados para o Laboratério de Anélises de Solo e
Planta para analise das propriedades fisico-quimicas, e para o Laboratério de
Bioguimica de Microrganismos e Plantas (LBMP) para a extracdo das amostras
de DNA metagendmico, sendo ambos situados na Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus Jaboticabal. Para andlise das
caracteristicas fisico-quimicas, as amostras dos 10 pontos de cada area de
coleta foram unidas, sendo assim analisado um “pool” representativo para cada

area.

Figura 5: Tubos de P.V.C. utilizados para coleta do solo

Durante o ciclo da cana-de-acucar coletas foram realizadas nos meses
de fevereiro (coleta 1) e novembro de 2010 (coleta 2). Essas amostras
permitiram a comparagado na populacdo em épocas do ano diferentes (Chuvoso
— Fevereiro e Seca — Novembro). Sendo assim, as amostras foram nomeadas
Floresta1e2,e Canae?2.

As amostras da area de Mococa coletadas receberam tratamento

similar, exceto quanto a casualizacdo dos pontos de coleta descrito por
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Macedo (2012). As amostras desta area foram coletadas em fevereiro, e
receberam o nome de Floresta Mococa e Cana Mococa.

3. Extracao do DNA metagenémico do solo

A extragdo do DNA total presente nas amostras dos solos, foi realizada
utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit (BIO 101-QUANTUM BIOTECHNOLOGIES
- Catalogo n.? (#6560-200) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante
do produto. O material extraido foi utilizado para construcéo de bibliotecas de
16S para analise de diversidade e outros estudos.

4. Analise da integridade e quantificacao do DNA metagenémico

A integridade do DNA metagenémico extraido das amostras foi estimada
em gel de agarose a 0,8%, em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, &cido bérico 89
mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). Uma aliquota de 5 pl do DNA obtido, mais 3 ul de
tampao de carregamento (0,025% de azul de bromofenol (p:v) e 50% de
glicerol (v:v) foi submetido a eletroforese. A analise foi realizada em uma cuba
(modelo Max Cell EC 360M) e tampdo TBE 1X adicionado de brometo de
etideo (0,5 ug/mL), durante aproximadamente 2h, a voltagem constante de 80
V. Os géis foram visualizados e documentados por um sistema de
documentacgéao de géis (GEL DOC Universal Hood Il - BIO-RAD).

A concentracdo de DNA foi estimada em espectrofotométro NanoDrop
ND-1000 (Thermo Scientific) com aliquotas de 2 ul da solugdo de DNA obtida.
A leitura foi realizada nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, e a
relacao 260/280 foi utilizada para estimar a pureza do DNA.

PARTE II: Construcao das bibliotecas dos genes 16S rRNA do DNA

metagenémico das amostras de solo

1. Amplificacao por PCR da regiao 16S rDNA
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Para avaliar a diversidade procariética presente nos solos e sua
relacdo com os ciclos biogeoquimicos, a regido do gene 16S rRNA do DNA
metagendémico foi amplificada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se 100 ng do DNA
metagendmico previamente extraido do solo, 1,5 mM de MgCl, , 200 uM de
cada desoxirribonucleotideo, 2,5 U de taqg DNA Polimerase (Invitrogen), tampao
de PCR 1X concentrado e 50 pMoles de cada oligonucleotideo inciador. A
reacao de PCR foi realizada como descrito por Pedrinho et al. (2009). Os
oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacgdo do gene da
subunidade ribossomal 16S estdo descritos em DUNBAR (1999) e séo: pAF
(5°-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e pC5B (5'-TAC CTT GTT ACG ACT
T-3’) e geram um fragmento de aproximadamente 1500 pb.

Os produtos provenientes das reacbes acima descritas foram
analisados em gel de agarose a 1%, em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, acido
bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). A andlise eletroforética e a visualizacao
dos mesmos, foi realizada como descrito no item 4 (Parte |).

Apo6s a amplificagdo do fragmento 16S, dos 10 diferentes pontos de
coleta de solo em de cada local de coleta (Floresta 1 e 2; Cana-de-agucar 1 e
2), o produto amplificado de cada ponto individualmente, foi misturado
formando um “pool” contendo fragmentos dos 10 pontos amplificados para

cada coleta.
2. Eluicao e purificacao dos produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados através de uma eletroforese
preparativa em gel de agarose de baixo ponto de fusdo a 1,0% (p/v), em
tampao TAE 1X (40 mM Tris-Acetato, 1 mM EDTA).

A regido do gel contendo os fragmentos amplificados foi marcada e
cortada. A recuperacdo e purificacdo dos fragmentos de DNA que foram
utilizadas para a construgcdo das bibliotecas de fragmentos 16S do gel de
agarose, foram realizadas com a utilizagdo do Kit GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare, Catalogo n® 28-9034-70), de acordo com a
descricao do fabricante. A integridade do DNA obtido também foi analisado

através de eletroforese em gel de agarose a 1%, e posteriormente quantificado
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em espectrofotometro NanoDrop ND-100 para a determinagédo da concentracao

e pureza da amostra.
3. Clonagem em vetor pGEM® T Easy

A clonagem dos fragmentos de 716S rDNA amplificados, foi realizada a
partir de um “pool” dos produtos de amplificagdo dos diferentes pontos de
coleta acima descrito. A ligacdo ao vetor foi realizada utilizando-se do Kit
PGEM®-T Easy Vector (Promega, Catalogo n® A3600) de acordo com as
instrucoes do fabricante. Aproximadamente 100 ng de DNA de dos fragmentos
16S purificados foi utilizado no processo de clonagem, além de 3U da enzima
T4 DNA Ligase e 50 ng do pGem Vector. Assim, quatro bibliotecas foram
construidas, sendo elas: Floresta 1, Floresta 2, Cana 1 e Cana 2.

4. Transformacao das células competentes

Nessa etapa de transformacao, foram utilizadas células competentes
de Escherichia coli DH5a preparadas quimicamente (HANAHAN, 1983),
gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Manoel Victor Franco Lemos, do
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria da FCAV/UNESP, Campus
de Jaboticabal.

O vetor contendo o inserto foi inserido nas células competentes através
de choque térmico (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Os clones transformados
foram coletados aleatoriamente com o auxilio de palitos de madeira
esterilizados por autoclavagem e os clones foram organizados em placas de 96
pocos preenchidas com 100 pL de meio liquido “CircleGrow” (CG) acrescido
de 100 pg/mL de ampicilina e incubados durante a noite em estufa B.O.D. a
37°C durante 22 horas. Apoés este periodo, foi adicionado 100 pL de glicerol
40% (v/v) estéril as culturas. As placas foram entdo seladas com adesivos e
armazenadas a -80°C.

Em seqguida, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial segundo

Sambrook e Russel (2001). Os clones provenientes da clonagem dos “pools

de 16S foram analisados em gel de agarose a 0,8%, em tampao TBE 1X (Tris
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89 mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3). A analise eletroforética e a
visualizagdo dos mesmos, foi realizada como descrito no item 4 (Parte ).

Para a validacao da clonagem, o DNA plasmidial de clones, escolhidos
aleatoriamente, foram submetidos a uma reacao de restricdo com a enzima
EcoRI (Biolabs - Ipswich, MA). As condi¢des utilizadas foram: 200 ng de DNA
plasmidial; 1U de enzima, tampao 1x em um volume final de 15 pL. A reacao foi
incubada a 37°C durante 1 hora. Os fragmentos foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose a 1%.

5. PCR para sequenciamento

As reacgdes de sequenciamento foram realizadas em microplacas
utilizando o kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
ABI Prism”, Versdo 3. As reagdes de sequenciamento foram realizadas
utilizando-se de 0,4 uL dos terminadores Big Dye; 3,2 pmoles dos iniciadores
“forward”; 100 ng de DNA plasmidial; e 4,6 uL de tampéo 2,5 X (400 mM Tris-
HCI, pH 9; 10 mM MgCl,); completando-se a reagdo com H>O mili-Q estéril
para 10 pL. O oligonucleotideo iniciador utilizado foi M13/pUC 1211 (“foward” 5’
— GTAAAACGACGGCCAGT - 3)).

As placas foram seladas com um adaptador de silicone e levadas ao
termociclador. A reacéao foi realizada em um termociclador (MJ Research PTC-
100) seguindo o programa: 2 minutos a 96°C e 40 ciclos de 10 segundos a 96°
C, 20 segundos a 52°C e 20 segundos e 60° C. Apds os 40 ciclos, 10 minutos a
72°C . Ao final do programa as amostras permaneceram a 10°C.

Apés a reacao, as amostras foram preparadas para o sequenciamento
e precipitadas com 80 uL de isopropanol 75% e lavadas com etanol 70%,
ambos processos com centrifugacdo a 3.220 xg por 5 minutos, a 20°C. Esta
ultima operagéo foi repetida por duas vezes e as amostras foram secas em
fluxo laminar por 1 hora na auséncia de luz.

As amostras foram ressuspendidas com 9 uL Hi-Di Formamide -
Catélogo — P/N 4311320 (ABI Prism) e desnaturadas a 95°C por 5 minutos. O
sequenciamento dos clones foi realizado no sequenciador capilar modelo ABI
3100 — Perkin Elmer.
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6. Analise das sequencias

Para se verificar a qualidade das sequencias obtidas utilizou-se o
programa “Sequencing Analysis 3.4”, que gerou os eletroferogramas que foram
submetidos a analise pelo programa “Phred/Phrap” (GORDON et al., 1998)
usado na detecc¢éo da confiabilidade de cada base sequenciada. A selecao das
sequencias adequadas foi realizada pelo programa Phred/Phrap, o qual analisa
a qualidade das sequencias com nivel de exigéncia minima de 400 bases, com
qualidade Phred acima de 20 e gera arquivos no formato “fasta”.

Preliminarmente, as sequencias foram submetidas a consulta de
similaridade de nucleotideos, com sequencias depositadas no banco de dados
GenBank acessado através do “site” do NCBI (’National Center for
Biotecnology Information”). A ferramenta utilizada para esta consulta foi o
BLAST - “Basic Local Alignment Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997) no
qual individualmente cada sequencia parcial foi analisada.

A analise comparativa das bibliotecas foi realizada através do programa
Library Compare (LIBCOMPARE) que permite a comparacdao entre duas
bibliotecas, do site Ribossomal Database Project Il (RDP II) versdao 10
(http://rdp.cme.msu.edu/) (limiar de confianca de 95%), que possui um sistema
de classificacao taxonémica (RDP Hierarchy) que segue a proposta do Manual
Bergey’s (GARRITY et al., 2004).

Para se determinar a funcdo dos microrganismos como participante ou
nao dos ciclos biogeoquimicos, apds a andlise das sequencias pela ferramenta
BLAST, de posse do nome cientifico das mesmas, foi realizada uma busca em
bancos de dados, livros e artigos diversos para a verificacdo da sua
funcao/atividade, sendo possivel agrupa-los.

PARTE Illl: Amplificacao da regiao Vi (V1-V2) do 16S rDNA do DNA
metagenémico do solo para analise da diversidade bacteriana baseada
em Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

1. Amplificacao por PCR da regiao Vi do 16S rDNA
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A fim de se comparar a diversidade bacteriana contida nos solos
referentes as coletas de SRPQ, pelo uso de outra estratégia experimental, um
fragmento correspondente as regides hipervariavel 1 e hipervariavel 2
(nomeado Vi) do gene 16S rRNA do DNA metagendmico foi amplificada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para posterior sequenciamento pela
plataforma lllumina®.

Foi utilizado na reacdo de PCR 120 ng do DNA metagendmico
previamente extraido do solo, 1,5 mM de MgCl, , 200 uM de cada
desoxirribonucleotideo, 2,5 U de taqg DNA Polimerase (Invitrogen), tampao de
PCR 1X concentrado, 10 pMoles de cada oligonucleotideo inciador, além da
adicao de 0,6 ul de DMSO (P.A.). As reactes foram realizadas em triplicata, em
tubos de 0,2 mL. A reacdo ocorreu em um termociclador (Eppendorf —
Mastercycler Gradient) seguindo o programa: 2 minutos a 95°C e 31 ciclos de
45 segundos a 95° C, 45 segundos a 65° C e 90 segundos e 72° C. Apds os
31 ciclos, 5 minutos a 72°C. Ao final do programa as amostras permaneceram
a 4°C.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacao do
gene da porcao Vi da subunidade ribossomal 16S estdo descritos em YOUNG,
et al. (1991) e sdo: Y1 (5- TGG CTC AGA ACG AAC GCT GGC GGC -3) e Y2
(5’- CCC ACT GCT GCC TCC CGT AGG AGT-3) e geram um fragmento de
aproximadamente 300 pb.

Os produtos provenientes das reacbes acima descritas foram
analisados em gel de agarose a 2%, em tampdo TBE 1X. A andlise
eletroforética e a observacao dos mesmos, foi realizada como descrito no item
4 (Parte I).

A amplificacdo do fragmento Vi do gene 16S, foi realizada
individualmente seguindo o mesmo padrdo descrito anteriormente. Apds a
amplificacdo dos 10 diferentes pontos de coleta de solo, de cada coleta
(Floresta 1 e 2; Cana-de-agucar 1 e 2), o produto amplificado dos pontos foi
misturado formando um “pool” contendo fragmentos dos 10 pontos
amplificados para cada coleta. Os mesmos receberam os nomes de: Floresta
1, Floresta 2, Cana 1 e Cana 2.
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2. Eluicao e purificacao dos fragmentos de PCR da regiao Vi do 16S rRNA

Os produtos de PCR foram purificados através de uma eletroforese
preparativa em gel de agarose de baixo ponto de fusdo a 2,0%, em tampéao
TAE 1x. A regiao do gel contendo os fragmentos (~300pb) amplificados foi
marcada e cortada. A recuperacgao e purificacdo dos fragmentos Vi foi utilizada
para a construcdo das 4 bibliotecas realizadas com a utilizacdo do Kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, Catalogo n® A9281), de acordo
com a descricao do fabricante. A integridade do DNA obtido também foi
analisada atraves de eletroforese em agarose a 2% conforme item 2 (Parte ).

3. Quantificacdo das amostras (Qubit®)

Os “pools” contendo os fragmentos Vi do gene 16S rRNA, foram
quantificados através do Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies). Este
equipamento permite a quantificacdo de DNA, RNA e proteinas utilizando
corantes fluorescentes especificos para cada tipo de molécula permitindo
assim alta sensibilidade e especificidade. Para quantificacao foram utilizados 1
ul da solucao estoque dos produtos amplificados Vi. Para isto, foi utilizado o
Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen® - Catalogo n® Q32851) seguindo o
protocolo do fabricante. Ap6s o preparo da amostra, a calibracdo do aparelho
foi realizada com a solucao Padréo 1 (P1), seguido da solucdo Padrao 2 (P2),
ambas incluidas no kit. No aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer, foi selecionada a

opc¢ao DNA, carregando a amostra para realizacao da leitura.
4. Construcao e validacao das bibliotecas

As bibliotecas foram construidas seguindo o protocolo de preparo
TruSeq® DNA sample preparation v2 (lllumina® - Catalogo n® FC-121-2001).
Inicialmente, o material a ser trabalhado, deve ser fragmentado em insertos
contendo de 300 a 500 pb. Entretanto, os fragmentos amplificados da regido Vi
contém aproximadamente 300 pb, sendo assim, foi dispensada a etapa de

fragmentacao do material.
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Uma vez que os insertos contém o tamanho em pares de base
compativel com o preconizado pelo sistema, as extremidades destes devem
ser reparadas a fim de obter fragmentos com a extremidade “blunt-end”. Estas
sdo geradas pela utilizacdo de exonucleases fornecidas pelo kit. Algumas
bases adenina sédo adicionadas na extremidade dos fragmentos, facilitando
assim a ligacdo dos adaptadores na proxima etapa, pois estes contém bases
timina na posicéao 3’, utilizando o principio da complementaridade para ligacao
dos fragmentos aos adaptadores.

Os adaptadores contém a sequencia de “primers” utilizados na reacao
de PCR. Apés a ligacdo dos adaptadores, as amostras podem ser misturadas
nas colunas da célula de leitura (“flow cell’). Uma vez ligados, os fragmentos
devem ser purificados em gel preparativo de baixo ponto de fusdo permitindo
assim além da confirmacao do tamanho desejado dos insertos, a remocgao de
adaptadores nao ligados e demais produtos de reacéo.

Subsequentemente, os fragmentos passaram por uma fase de
enriguecimento. Nesta fase, somente os fragmentos que contém adaptadores
em ambas as extremidades sdao amplificados através de PCR, aumentando
assim a quantidade de DNA na amostra. Os “primers” utilizados se ligam as
extremidades dos adaptadores.

Para validagédo do tamanho dos fragmentos da amostra enriquecida pela
PCR, uma aliquota de cada biblioteca foi analisada no Bioanalyzer® Agilent
Technologies 2100 que utiliza uma plataforma microfluida para realizacdo de
eletroforese capilar. O kit utilizado foi o High Sensitivity DNA chip (Agilent® -
Catélogo n? G2938-90321). Neste processo de validacao foi utilizado 1 ul de
uma solugao diluida da biblioteca (1:50).

5. Normalizacao das amostras

As amostras analisadas previamente pelo sistema de Bioanalyzer®
foram novamente quantificadas no Qubit® seguindo 0 mesmo protocolo acima
descrito. Os valos obtidos em ng/ul foram entdo convertidos em nM. Assim, as
bibliotecas foram preparadas a uma concentracao inicial de 10 nM e apés,
diluidas a 2 nM.
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Uma aliquota da biblioteca contendo 2 nM de fragmentos de DNA, foi
quantificada através de PCR absoluta em Tempo Real em aparelho ABI 7500
(Applied Biosystems). O sistema utilizado foi o KAPA SYBR® FAST gPCR Kit
(lumina® - Catéalogo n° KK4824) seguindo especificacdes do fabricante. Este
sistema utiliza uma titulagdo de 2 a 20 pMoles da amostra em relagdo a uma
reta padrdo disponivel no kit oferecendo assim, uma quantificacéo precisa da

concentracdo do material.
6. Clusterizacao e sequenciamento

Para a clusterizagdo do material, processo pela qual as bibliotecas seréao
mobilizadas na plataforma soélida (lamina de vidro), foram utilzados 16 pMoles
de cada biblioteca. Este processo foi realizado por um sistema automatizado
chamado cBot Cluster Generation System (lllumina® ~ Catalogo n® SY-301-
2002). Este equipamento liga os fragmentos da biblioteca a 1amina através dos
adaptadores, unindo-os a oligonucleotideos covalentemente ligados a
superficie da lamina (“flow-cell”). A indexacao dos fragmentos a lamina demora
aproximadamente 5 horas e todos os reagentes e materiais foram fornecidos
junto ao Paired-End Cluster Generation Kit v2 (lllumina® - Catalogo n® PE-401-
2001) e os procedimentos realizados segundo protocolo do mesmo.

A corrida de sequenciamento durou aproximadamente 12 dias e foi
realizada na plataforma HiscanSQ (lllumina®). A andlise consistiu em uma
corrida de 200 ciclos, sendo: 100 ciclos iniciais de incorporacao e leitura dos
nucleotideos, a realizacao da inversdo da posicao da fita de material genético
na lamina (leitura inversa ou “paired-end”) e mais 100 ciclos de incorporacao e
leitura. A cada ciclo 1 nucleotideo é incorporado a fita molde. Ao final destes
ciclos, foram realizados mais 7 ciclos de leitura de “barcode” onde as amostras
podem ser separadas através dos adaptadores Unicos que receberam no inicio
do processo de preparo das bibliotecas. Os procedimentos foram realizados
com a utilizagao do kit TruSeq™ SBS Kit v3 - 200 Cycles (lllumina® - Catalogo
n® FC-401-3001) segundo os protocolos do kit.

Ao final do sequenciamento, foi utilizado o “software” CASAVA 1.8.2
(lumina® que separa os “pbarcodes” convertendo o arquivo gerado
denominado .BCL (captura imagens durante o sequenciamento) em um arquivo
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.FASTQ que é um formato de texto dos nucleotideos similar ao conhecido
formato .FASTA.

7. Analise de dados

A comparacao da diversidade das sequencias foi realizada utilizando o
programa MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009). Pelo software MOTHUR foram
avaliados estimadores de rigueza como Chao 1 (CHAO, 1987) e ACE
(Abundance-based Coverage Estimator) (CHAO e LEE, 1992), e indices de
diversidade como Shannon e Simpson.

A andlise das bibliotecas apds a analise pelo software MOTHUR, foi
realizada através do site Ribossomal Database Project Il (RDP Il) versdo 10

(http://rdp.cme.msu.edu/). ApGs este processo de classificacao, foi calculada a

porcentagem de ocorréncia de cada filo em cada amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte I: Anadlise das caracteristicas do solo e extracao do DNA
metagenémico do solo

1. Analise das caracteristicas fisico-quimicas das amostras de solo

Varias propriedades quimicas, fisicas e bioldégicas podem ser usadas
para caracterizar a qualidade do solo. Fatores como pH, granulometria,
disponibilidade de nutrientes, afetam diretamente a producao vegetal, além de
serem determinantes para a permanéncia de uma comunidade microbiana no
solo (HE et al., 2007).

Os resultados das propriedades fisico-quimicas das amostras avaliadas
nesse trabalho se encontram na tabela 3. Os valores encontrados para pH dos
solos da area de Santa Rita do Passa Quatro ndo variaram entre as coletas,
sendo que ambos se encaixaram na categoria solo acido com pH variando de
5,4 a 6,5. Os menores valores de pH foram os encontrados para as amostras
de solo coletadas nas areas de cana 1 e cana 2 (5,5 e 5,4 respectivamente)
enquanto em floresta 1 e floresta 2, os valores foram de 6,2 e 6,5,
respectivamente caracterizando os mesmos como Levemente Acidos (BRADY;
WEIL, 1996). Para area de Mococa, os solos também foram caracterizados
como acidos, com pH variando entre 4,0 (Floresta) e 4,6 (Cana-de-agucar).

Tabela 3: Valores das analises fisico-quimicas dos solos coletados nas areas
de Santa Rita do Passa Quatro (cana 1, cana 2, floresta 1, floresta 2) e nas
areas de Mococa (cana Mococa e floresta Mococa).

Amostra pH M.0. P K Ca Mg | Argila Silte  Areia
cacl, | glgm’ | mg/dm’ mmolc/dc3 g/Kg
Floresta 1 6.2 31 5 2.7 80 16
Floresta 2 6.5 29 18 2.6 100 13
FlorestaMococa 4.0 20 6 1.6 6 4 140 158 702
Canal 55 11 4 0.6 13 14
4
7

163 231 606

86 95 819
Cana2 5.4 14 1.2 17 16

Cana Mococa 46 1 1.1 12 3 150 175 675

Outros estudos realizados comparando areas de floresta, com alguma
area cultivada, como o estudo de Silveira et al. (2006) utilizando solos
cultivados com eucalipto, e o trabalho de Macedo (2012), os solos de floresta
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apresentaram pH mais acido. Fato este pode ser atribuido a correcbes do pH
realizadas em areas cultivaveis, através de processos como a calagem (cal
virgem (CaO) ou cal hidratada (Ca (OH)2). A manutencao do pH do solo em
determinados niveis, é extremamente importante para o solo, vegetacao e
microrganismos encontrados no mesmo.

As atividades agricolas, principalmente o manejo inadequado do solo,
podem causar um declinio no estoque de matéria organica do solo, alterando
assim suas propriedades (CANELLAS et al., 2007). Essa matéria orgéanica é
constituida basicamente por dois grupos: produtos da decomposicdo dos
residuos organicos e do metabolismo microbiano; o segundo é representado
pelas substancias humicas propriamente ditas, constituindo 85 % a 90 % da
reserva total do carbono orgéanico (ANDREUX, 1996).

Quanto ao teor de matéria orgénica, diferenca acentuada foi observada
quando se compara as amostras de solo cultivado com cana-de-agucar com as
de solo de Floresta, onde para solo de cana-de-aclcar foi observada 11g/dm?
em cana 1 e 14g/dm® em cana 2. Em amostras de floresta, 31 e 29 g/dm?®
respectivamente para floresta 1 e floresta 2.

Nos solos de Mococa os valores foram de 11g/dm?® para cana-de-agucar
e 20 g/dm?® para floresta. Selle (2007) relata que grande parte desta matéria
organica encontrada em ambientes € oriunda da degradacao de produtos de
origem animal e vegetal, através de agentes decompositores. Posteriormente
carbono (C) pode ser liberado para a atmosfera, na forma de CO. ou
imobilizado no solo na forma de matéria organica. A reducdo na cobertura
vegetal do solo o torna mais suscetivel a perder nutrientes através da lavagem
ocasionada pelas chuvas (RIPOLI; RIPOLI, 2004). Dessa forma, o processo de
degradacdo dos solos submetidos a diversos manejos constitui um grande
desafio a agricultura sustentavel (HE et al., 2007).

O sistema de colheita mecanizado (sem queima) favorece a
permanéncia da matéria organica no solo cultivado, fato que nao é observado
no sistema de queima, no qual parte desta é liberada a atmosfera na forma de
gases (CERRI et al., 2003). Canelas e cols (2007) observaram que o manejo
em uma area por 55 anos ocasionou redugdo de 40% nos estoque de C do
solo em relacdo a uma area que nao sofreu queima. Além do C, observou-se

reducao de 35% no estoque de N da area. A diferenca significativa observada
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neste trabalho foi que a area de cana-de-acucar 1, apresentou 64% menos
matéria organica em relagdo a Floresta 1, enquanto na coleta 2, a diferenca foi
de 52% e Mococa, 45%.

Os niveis de potassio (K), fésforo (P), calcio (Ca), enxofre (S) e
magnésio (Mg) se apresentaram mais elevados nas areas de floresta fato que
esta relacionado ao processo de ciclagem de nutrientes que acontece no solo
destas areas (MOTAVALLI et. al., 1995). O fosforo tem papel especial na
cultura de cana, uma vez que a relacao deste elemento com a producédo e com
a qualidade dos subprodutos da cana-de-acgucar é conhecida (SUNDARA et al.,
2002). Teores de P>Os maiores que 300 ppm facilitam a clarificacdo do caldo.
O potassio possui importante acdo na translocacdo de sacarose, e esta
envolvido no processo de transporte e armazenamento desta molécula.
Deficiéncia de K* pode ocasionar uma taxa fotossintética menor por
fechamento dos estomatos (MALAVOLTA; HAAG, 1964 — A).

Sao variados os efeitos do Ca no crescimento e desenvolvimento
vegetal. Atua como moderador da acdo dos hormoénios vegetais regulando a
germinagao e o crescimento, esta relacionado com o geotropismo, fotossintese
e processos de divisao celular, entre outras funcbées, como aumento no turgor,
expandindo o limbo foliar (MALAVOLTA, 2006 - B) Trabalhos de Fernandes e
cols. (2010) demonstram que a adi¢ao de nitrato de calcio em plantas de melao
contribuiu significativamente para o aumento da é&rea foliar, auxiliando a
captacao de luz e consequentemente a fotossintese.

O Mg ¢é constituinte da clorofila. Participa de processos vitais como
fotossintese, respiracdo, sintese de macromoléculas, absorcdo de ions
principalmente o ion fosfato no qual o Mg exerce um efeito sinérgico na
absorcao do P, cofator enzimatico ibnico, na ativacdo de muitas enzimas e
importante papel na regulacédo do pH celular (MALAVOLTA, 2006 — B).

Considerando a composicdo do solo, observamos que para a area de
SRPQ, o teor de argila e silte, foram maiores para area de floreta enquanto o
teor de areia foi maior nas areas de cana-de-aglcar. No caso da area de
Mococa, argila e silte foram observados em maior quantidade na area de cana-

de-acgucar.

2. Analise do DNA metagendémico
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A andlise eletroforética em gel de agarose a 0,8% permitiu avaliar o
padrao de concentracdo e tamanho aproximado do DNA metagenémico (FIG. 6
e 7). A relacdo entre as absorbancias 260/280 nm foi utilizada como estimativa
do grau de pureza do DNA. Esta relacao é influenciada pelo pH e concentracao
de sais da solucao na qual o referido acido nucleico foi diluido. A integridade e
qualidade do DNA séao fatores importantes para sua analise, principalmente

para os processos de clonagem e amplificacao.
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Figura 6: Perfil eletroforético do DNA metagenémico total em gel de agarose a
0,8% das amostras de solo de Floresta 1 (A) e Floresta 2 (B) extraidos com o
kit FastDNA® SPIN (BIO 101) (onde, P — padrdo de tamanho molecular 1kb
DNA ladder Fermentas SM 1333 ; e os pontos de coleta: 1 — corner ;2 - A1 ;3
—-A2;4-A3;5-B1;6-B2;7-B3;8-C1;9-C2;10-C3)
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Figura 7: Perfil eletroforético do DNA metagenémico total em gel de agarose a
0,8% das amostras de solo cultivado com Cana-de-Acucar. Cana 1 (A) e Cana
2 (B) extraidos com o kit FastDNA® SPIN (BIO 101) (onde, P — padréo de
tamanho molecular 1kb DNA ladder Fermentas SM 1333 ; e os pontos de
coleta:1—corner;2—-A1;3-A2;4-A3;5-B1;6-B2;7-B3;8-C1;9
-C2;10-C3)

O rendimento médio para as extracées dos 10 pontos de cada coleta,
foi entre 140 e 150 ng/ul para cana 1, cana 2 e floresta 1, entretanto, para
floresta 2, o rendimento médio foi de aproximadamente 280 ng/ul. Os valores
para cada ponto isoladamente se encontram plotados na tabela 4. Quanto a
estimativa de pureza definida pela razdo das absorbancias 260/280 nm,
verificou-se que as amostras das areas de cana-de-acucar, eram mais baixas
que as das areas de florestas. Esta razdo é influenciada como ja citado por
diversas variaveis, entre elas pH, acumulo de substancias como acidos

hamicos, entre outras que podem ter sido co-extraidas, influenciando a
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qualidade final do mesmo. Os acidos humicos possuem a capacidade de inibir
a atividade da Taq DNA polimerase, enzima responsavel pela amplificacdo em
cadeia do DNA na técnica de PCR. Desta forma, o DNA extraido precisa ser

purificado para remocéao destes inibidores (COUTINHO et al., 1999).

Tabela 4: Rendimento médio de DNA metagendmico total obtido das diferentes
amostras de solo, bem como a relacéo de absorbancias 260/280 nm.

Quantificacao DNA Metagenémico do solo - Coleta 01 e Coleta 02 (nanodrop)
Amostra [1ng/ul 260/280 Amostra [1ng/ul 260/280
CaCo-1 160.2 1.37 CaCo-2 170.4 1.50
CaAl-1 169.0 1.39 CaAl-2 129.2 1.43
CaA2-1 124.3 1.35 CaA2-2 104.7 1.43
CaA3-1 126.2 1.43 CaA3-2 148.0 1.36
CaBl-1 127.6 1.33 CaB1-2 141.2 1.45
CaB2-1 210.1 1.30 CaB2-2 136.3 1.44
CaB3-1 84.9 1.43 CaB3-2 119.6 1.44
CaCl-1 218.0 1.32 CaCl-2 160.0 1.42
CaC2-1 159.2 1.33 CaC2-2 83.6 1.32
CaC3-1 113.4 1.45 CaC3-2 211.6 1.37
FiCo-1 205.3 1.84 FICo-2 249.4 1.71
FIA1-1 149.4 1.76 FIAl1-2 147.6 1.56
FIA2-1 99.1 1.84 FIA2-2 131.4 1.63
FIA3-1 135.9 1.86 FIA3-2 244.8 1.61
FIB1-1 108.9 1.81 FIB1-2 370.9 1.58
FIB2-1 131.4 1.83 FIB2-2 469.9 1.69
FIB3-1 165.3 1.82 FIB3-2 350.6 1.77
FIC1-1 155.3 1.84 FIC1-2 186.0 1.73
FIC2-1 113.1 1.76 FIC2-2 218.1 1.49
FIC3-1 130.7 1.68 FIC3-2 432.5 1.54

Ca: Area de cana-de-acucar; Fl: Area de floresta; 1 e 2: Coleta 1 e Coleta 2.

PARTE Il: Bibliotecas do gene 16S rRNA do DNA metagenémico do Solo

1. Amplificacao e Clonagem dos Fragmentos 16S rDNA

Apos a amplificacdo do fragmento 16 rDNA do material metagenémico,
como acima descrito, foi observado um fragmento contendo aproximadamente
1500 pb, condizente com o tamanho molecular do mesmo que é de 1492 pb e
algumas bandas inespecificas (Fig. 8). As amostras nesse momento foram
misturadas formando um “pool” de fragmentos amplificados para cada coleta e
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assim, procedeu-se a purificacdo do mesmo através de eletroforese preparativa
em gel de baixo ponto de fusédo, obtendo uma banda unica.
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Figura 8: Perfil eletroforético dos fragmentos do gene 16S do DNA
metagenémico em gel de agarose a 1,0 % das amostras de solo em Floresta
(A) e Cana (B) extraidos com o kit FastDNA® SPIN (BIO 101) (onde, P —
padrdao de tamanho molecular 1kb DNA ladder Fermentas SM 1333 ; e os
pontos de coleta: 1 —corner ;2—-A1;3-A2;4-A3;5-B1;6-B2;7-B3;
8-C1;9-C2;10-C3)

2. Clonagem e validacao das bibliotecas do gene16S

As amostras purificadas foram clonadas em vetor pGEM®-T Easy Vector
e foram obtidos por “pool” aproximadamente 200 clones para cada uma das em
4 bibliotecas.

A extracao de DNA plasmidial e o perfil eletroforético de algumas placas
estdo ilustrados nas figuras 9 e 10.
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Figura 9: Perfil eletroforético do DNA plasmidial dos clones obtidos em gel de
agarose a 0,8 % das amostras de solo de Floresta 1.
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Figura 10: Perfil eletroforético do DNA plasmidial dos clones obtidos em gel de
agarose a 0,8 % das amostras de solo de Cana 1.

3. Anadlise das bibliotecas de fragmentos 16S rDNA do DNA
metagendmico do solo

3.1. Analise da diversidade bacteriana nos solos

3.1.1 Analise individual pelo banco NCBI



40

Através da andlise individual das sequencias dos clones obtidos para
cada biblioteca através do NCBI (banco de sequencias 16S), observou-se as
sequencias relacionadas aos filos em amostras de floresta, tanto na area de
floresta 1, quanto na area de floresta 2 a predominancia foi do Filo
Proteobacteria, subdivisdo Deltaproteobacteria, seguidos de
Alphaproteobacteria, Acidobacteria e Firmicutes. Este fato permite aferir que,
independente da época de coleta, a composicdo microbiana do solo
permaneceu inalterada, tendo a predominéncia sempre dos mesmos grupos,
sugerindo que a area em estudo se encontra em equilibrio em relagdo a

microbiota (Fig. 11).
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Figura 11: Composicao dos filos encontrados nas amostras de floresta (1,2 e
Mococa) e cana-de-acucar (1, 2 e Mococa) através da comparagédo com NCBI
baseado em sequencias parciais de 16S RNA bacteriano.

%

Entretanto, quando a area de floresta de Santa Rita do Passa Quatro foi
comparada com a area floresta de Mococa, a situagéo € totalmente modificada,
uma vez que as analises para esta segunda area, identificou o grupo das
Acidobacteria como  predominante, seguido por sua vez por
Alphaproteobacteria e Firmicutes, o que pode ser atribuido as diferencas fisico-

quimicas.
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Estudos de Bruce et al. (2010) para areas de Floresta, revelaram que as
sequencias para Acidobacteria podem variar de 29 a 54% e para
Proteobacteria de 16 a 38%, 0 que corrobora os dados encontrados para
Mococa. Dunbar et al. (2002) sugere ainda uma variacdo de Acidobacteria de
20% a 60% dependendo das condi¢cdes do solo. Tal variacdo em escala tao
grandiosa poderia explicar as diferencas encontradas neste estudo.

Nas amostras das dareas de cana-de-agucar, o maior numero de
sequencias encontradas na area de cana 1 pertenceu ao filo Proteobacteria,
mais especificamente a subdivisdo Alphaproteobacteria, seguido da subdivisdo
Deltaproteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Acidobacteria (Fig. 11).
Entretanto, para a segunda coleta (cana 2), as Acidobacteria predominaram
com 51% de todas as sequencias obtidas, seguido por Alphaproteobacteria e
Actinobacteria. A analise comparativa das sequencias obtidas na area de
Mococa revelou que a maioria delas apresentou similaridade com
Acidobacteria, Firmicutes, Alphaproteobacteria e Deltaproteobacteria.

A maior concentracdo de espécies bacterianas existentes esta
principalmente nos filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria, os quais
podem responder por mais de 90% das espécies conhecidas (NUNES, 2006).
Por outro lado, existem filos bacterianos com exemplares raros e pouquissimos
representantes.

O filo Proteobacteria é o maior e mais diverso grupo de bactérias, sendo
extremamente diverso morfolégica e metabolicamente sendo subdividido em 5
grupos:  Alphaproteobacteria, = Betaproteobacteria, = Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria e Gammaproteobacteria. Os seus representantes sao
comumente encontrados em solos cultivados e € de grande importancia no
ciclo global do nitrogénio (Alphaproteobacteria principalmente), no ciclo do
enxofre (Deltaproteobacteria) (NUSSLEIN; TIEDJE, 1999). As
Deltaproteobacterias apresentam alguns representantes com capacidade
predatéria que exerce sobre outros microrganismos, sendo capaz de liberar
macromoléculas como algumas exoenzimas, por exemplo, proteases, lipases,
nucleases, glucanases, estas todas de interesse biotecnolégico (THOMAS et
al., 2008). Este filo foi encontrado em todas as amostras analisadas.

Variagcbes na frequéncia de aparecimento destes grupos podem ser
observadas ao longo do ano, e sdo ocasionadas por diferencas em fatores
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abiéticos do solo como temperatura e umidade (BOSSIO et al., 1998). O clima
tropical encontrado no Brasil esta sujeito a varias alteragcdes climatica ao longo
do ano e assim, podem interferir na composicdo da comunidade bacteriana em
determinadas épocas (VAL-MORAES, 2008).

A utilizacdo do solo por meio da agricultura pode alterar drasticamente
suas caracteristicas, influenciando diretamente a comunidade microbiana,
sendo que a mesma deve se adaptar a tais mudancas na composicdo, fato
este determinante para a permanéncia de uma comunidade no ambiente (VAL-
MORAES, 2008). As alteracbes ocorreram em funcdo das épocas em que
ocorreram as avaliacbes e podem estar relacionadas as caracteristicas
bioldgicas particulares desses microrganismos associadas as condicoes
quimicas e fisicas do solo (BERNARDES; SANTOS, 2006).

A abundéancia de individuos do grupo Acidobacteria em Cana 2
corrobora os dados obtidos por Macedo et al.(2012). O filo Acidobacteria,
apresenta representantes amplamente distribuidos em amostras ambientais.
Apesar de sua ampla distribuicdo, Kielak e cols (2009) ressaltaram que nos
solos, o conhecimento sobre sua distribuicdo, funcao e diversidade ainda
carecem de informacdes. Dini-Andreote et al. (2010) em trabalhos com solo
cultivado com cana-de-acucar no Estado de Sao Paulo, também observaram
que estes grupos bacterianos foram os mais abundantes, o que se encaixa
com os resultados encontrados neste trabalho.

Foram encontrados individuos do filo Firmicutes em todas as amostras
analisadas, especialmente nas areas de cana 1 e cana Mococa. Séao
conhecidos individuos aerdbicos e anaerdbicos, com capacidade de
crescimento quando as fontes nutricionais estdo abundantes, e de formar
esporos em momentos de escassez (ATLAS; BARTHA, 1997). Neste grupo
encontram-se os géneros Bacillus e Clostridium.

Em todas as amostras, Actinobactérias também foram encontradas.
Estas sédo bactérias Gram-positivas, com alto contetdo de citosina e guanina
(C+G) (VENTURA et al., 2007). Sao degradadoras da matéria organica como
celulose, lignina e quitina, gerando biomassa protéica ou mesmo servindo
como alimento para outros organismos (GAVA et al., 2002).

As Actinobactérias tém sido exploradas com relagdo a producido de

diversas substancias de aplicacdo farmacolégica e industrial, incluindo
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enzimas, inibidores enzimaticos e agentes imunomoduladores (NEVES; GAVA,
2008). Essa capacidade de inibir o crescimento de outros microrganismos,
muitos deles patogénicos, pode favorecer os vegetais tornando-se agentes
“protetores” da rizosfera contra a acdo de agentes patogénicos
(VASCONCELLQOS, 2008).

3.1.2. Comparacao das sequencias de diferentes bibliotecas no RDP

A segunda abordagem de analise, que utilizou o banco de dados RDP I
para comparag¢ao das sequencias obtidas pelo sequenciamento do gene 16S
rRNA em diferentes amostras, mostrou que as frequéncias dos filos
encontrados permaneceram as mesmas em cada area estudada.Entretanto,
observou-se uma quantidade muito grande de sequencias que nao foram
identificadas (Fig. 12). Analises em amostras de cana 1 demonstraram que
31,7% das sequencias nao foram classificadas, em area de cana 2, 27,8% e
nas amostras de floresta, tanto 1 como 2, 42% de sequencias de cada area
nao puderam ser classificadas. No caso das sequencias obtidas para a area de
Mococa, 9,7% delas ndo foram classificadas em cana e 15,5% em floresta.
Nota-se claramente a diferenca entre as areas analisadas, sendo que
Proteobacteria se sobressai para as areas de Santa Rita do Passa Quatro,
enquanto na drea de Mococa o filo predominante foi Acidobacteria.
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Figura 12: Diversidade bacteriana nos clones 16S rRNA com base na afiliagcéo
filogenética do RDP Il — ferramenta Library Compare. A — Cana 1 x Floresta 1 ;
B — Cana 2 x Floresta 2 ; C — Cana Mococa x Floresta Mococa.

A figura 13 (Florestas) e figura 14 (Cana-de-agucar) ilustram as

diferencas entre os filos em comparacdo com a época de coleta, periodo

chuvoso (coleta 1) e periodo de seca (coleta 2), assim como em areas

diferentes no mesmo periodo (areas de SRPQ e Mococa)
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Figura 13: Diversidade bacteriana nos clones 16S rRNA com base na afiliacao
filogenética do RDP Il — ferramenta Library Compare. A — Floresta 1 x Floresta
2 ; B —Floresta 1 x Floresta Mococa.
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Figura 14: Diversidade bacteriana nos clones 16S rRNA com base na afiliacao
filogenética do RDP Il — ferramenta Library Compare. A— Cana 1 x Cana 2 ; B
— Cana 1 x Cana Mococa.
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Como os filos Proteobacteria e Acidobacteria foram os mais expressivos
em numero de ocorréncia, uma comparacao especifica para estes individuos
foi realizada atraves do LIB COMPARE do banco RDP Il (Fig. 15).
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Figura 15: Diversidade bacteriana nos clones 16S rRNA com base na afiliagcéo
filogenética do RDP |l — ferramenta Library Compare. A—Cana 1 x Cana 2 ; B
— Floresta 1 x Floresta2 ; C-Cana 1 x Cana 2 ;D - Floresta 1 x Floresta2. Ae
B representam o filo Proteobacteria enquanto C e D representam
Acidobacteria.

Foi observado que as Alphaproteobacteria foram predominantes dentre
o filo Proteobacteria independente da biblioteca (cana 1 — 27%, cana 2 — 11%,
floresta 1 — 25% e floresta 2 — 27%). Quanto as Acidobacteria, o subgrupo Gp3
foi predominante em Cana 1 (2,4%) enquanto em Cana 2, foi o subgrupo Gp1
(11%). Nas areas de Floresta Gp3 foi o subgrupo com maior ocorréncia.

O filo Acidobacteria possui 26 subgrupos baseados em semelhancas do
gene 16S rRNA (BARNS et al., 2007). Os subgrupos Gp1, Gp2, Gp3, Gp4 e
Gp6 foram encontrados em maior abundancia em solos das Américas nos
estudos de Jones et al. (2009). A razdo C:N encontrada em um solo pode
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favorecer alguns sobgrupos de acidobacterias, como por exemplo, Gp4 e Gp7
sdo encontrados em maior frequéncia quando esta razdo (C:N) € baixa,
enquanto Gp16 quando esta razéo € alta. O subgrupo Gpé6 é tolerante a baixas
concentracdes de C e N, sendo assim, o aparecimento e predominancia deste
subgrupo pode ser um indicador de escassez nutricional no solo (WILL et al.,
2010)

Para avaliar a relagcdo da condi¢do nutricional do solo e a diversidade
microbiana, Smit et. al. (2001) com base em trabalhos da literatura, observaram
que em solos com alto teor de nutrientes, dentre eles matéria organica, as
proteobactérias (principalmente alpha e gammaproteobacteria) apresentaram
altas taxas de ocorréncia. Por outro lado, nos solos com quantidades reduzidas
de nutrientes, as Acidobacterias sdo encontradas em frequéncia maior. Sendo
assim, supdem-se uma relagdo entre Proteobacteria e Acidobacteria como
indicadores da fertiidade de solos. As amostras de floresta (1 e 2)
apresentaram maior quantidade de proteobacterias, enquanto as de cana
(principalmente coleta 2 e cana Mococa) apresentaram uma porcentagem
maior de Acidobacteria corroborando com os dados acima relatados.

O RDP utiliza como fonte de dados um banco com sequencias
depositadas apenas do gene 16S rRNA de bactérias e arquéias e seu sistema
de classificacdo taxondmica (RDP Hierarchy) segue a proposta do Manual
Bergey’s (Garrity et al.,2004). Sendo assim, € um banco com niumero menor de
sequencias que o NCBI, que analisa similaridade entre sequencias sendo um
banco muito maior. Desse modo, para se fazer uma correlacdo entre os
diferentes organismos e sua participacdo nos ciclos biogeoquimicos, foi
utilizada a classificacao feita pelo banco de genes do gene 16SrRNA que se
encontra no NCBI.

3.2. Anadlise da atividade microbiana nos solos em relacao aos ciclos
biogeoquimicos

Os indices biologicos de qualidade de solo, que remete a microbiota
encontrada no mesmo, podem demonstrar como estes agentes sao

importantes interagindo com plantas e animais, e suas relagées com o clima do



48

ecossistema (KNOEPP et al., 2000). Sendo assim, 0os microrganismos atuam
como indicadores biologicos.

Um indicador biolégico pode ser definido como a presenca ou auséncia
de uma determinada espécie em certa area, associada a dada condicao
ambiental. Uma dada espécie com ocorréncia representativa em um nicho é
selecionada e as alteragdes observadas nesta populacdo séo indicios das
condicbes de outros componentes biolégicos em um ecossistema (TURCO;
BLUME, 1999).

Os microrganismos representam o grupo mais rico em diversidade
bioquimica e molecular na natureza, constituindo a base de processos
ecoldgicos, como o0s ciclos biogeoquimicos e a cadeia trofica, além de
manterem relacdes vitais entre si e com os organismos superiores (HUNTER-
CEVERA, 1998).

As bactérias do solo, especialmente as da rizosfera, participam de modo
expressivo em diversos processos como decomposicao, mineralizagéo, fixacao
biol6gica de nitrogénio, e algumas ainda se associam com plantas e auxiliam o
crescimento, como por exemplo, as bactérias promotoras de crescimento (PISA
et al., 2011).

Os dados obtidos pelas sequencias identificadas nos bancos NCBI e
RDP, foram agrupados de acordo com o Filo/Classe a qual pertencem, e
posteriormente os géneros bacterianos encontrados foram agrupados de
acordo com sua atividade/funcdo, relacionados aos ciclos biogeoquimicos
segundo dados encontrados na literatura (Tabelas 1 e 2 — Apéndice)

Muitos dos microrganismos identificados tanto em amostras de solo
cultivados com cana-de-aglcar como de solos sob Floresta, foram classificados
como participantes de algumas atividades biolégicas ou ciclos biogeoquimicos
nos solos. Entretanto, parte dos microrganismos encontrados (cana 1 — 43%,
cana 2 — 17% e cana Mococa — 25% , floresta 1 — 34%, floresta 2 — 37% e
floresta Mococa — 44%), ndo puderam ser correlacionados com nenhuma
funcdo especifica no solo segundo descrigdo encontrada na literatura, sendo
assim, a sua importancia e func¢des ainda permanecem obscuras (Fig.16 e 17).

Considerando-se os organismos encontrados em amostras de Floresta,
foi observado grande similaridade entre as propor¢cdes encontradas para cada
ciclo (Fig.16) independente da area ou do més da coleta. Pode se destacar a
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auséncia de organismos relacionados ao metabolismo de P na area de floresta
Mococa, entretanto os organismos incluidos na categoria “Funcdo néao
relatada” podem ser responsaveis por tal atividade. O elemento fésforo € um
macronutriente de grande importancia, constituindo cerca de 0,2% de massa
seca das plantas, sendo assim 0s microrganismos relacionados com este
processo sao essenciais para a manutencao de qualquer ecossistema.

As entradas de nutrientes em um ecossistema sdo devidas aos
nutrientes oriundos do ar, as precipitagdes, a intemperizacdo das rochas, a
fixacdo bioldgica do nitrogénio e também a fertilizacdo artificial. As saidas, por
outro lado, sédo representadas pelas perdas por erosao, lavagens, volatilizacao
e pela remocao de nutrientes pela colheita florestal (SELLE, 2007).

A vegetacdo devolve nutrientes ao solo por meio da circulagdo de
matéria, que é representada pela deposicao de serrapilheira, galhos grossos,
troncos e pela morte de raizes, principalmente as finas (VOGT et al.; 1986
SELLE, 2007). Em solos com teor de M.O. elevado, a populacdo microbiana
tende a se manter mais estavel ao longo do ano, provavelmente, em
decorréncia da riqueza de nichos ecoldgicos, pela heterogeneidade das fontes
de carbono (DE FEDE et al., 2001).

Sendo assim, atividades antrépicas, como a agricultura, podem deixar o
solo suscetivel a perda de nutrientes sendo necessaria a suplementacao
artificial e como em areas de cana-de-acucar, por exemplo, o vegetal é
removido, e ndo permite a decomposicao da serrapilheira como acontece nos
solos de floresta. Esta diferenca de quantidades de nutrientes pode ser
observada na andlise fisico-quimica do mesmo (Tab. 3), em que a quantidade
verificada foi muito menor nos solos de cana que nos de floresta, o que
permitem que esta area permaneca em equilibrio quanto a atividade

microbiana.
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Figura 16: Porcentagem de organismos encontrados nas areas de Floresta 1
(A), Floresta 2 (B) e Floresta Mococa (C) com fungéo relacionada a ciclos

biogeoquimicos relatados em literatura.
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Na figura 17 encontram-se os dados da porcentagem de organismos
relacionados as diversas fungdes bioldgicas nos solos sob plantio de cana-de-
acucar. Esses dados mostram que existe uma grande diferenca entre os
organismos estudados nas 3 amostras.

Nas amostras de Cana 1, 25% dos microrganismos encontrados
estavam relacionados ao ciclo do N (fixacdo, nitrificacdo, denitrificacéo,
redutoras de nitrito e nitrato), 9% ao ciclo do C (incluindo degradacao de
matéria organica, metano), 9% relacionadas ao S, verificando-se ainda
microrganismos relacionados com processos de biorremediacdo e metabolismo
de metais (10%) e producdo de compostos como antibidticos (2%). Proporcdes
semelhantes foram observadas nas sequencias obtidas do solo de Mococa
(28% - N; 20% - C; 9% - S), mas esse solo ainda apresentou microrganismos
relacionados a degradacao de celulose e de poliésteres (3%) que nao tinham
sido relatados em outras areas.

Por outro lado, nas amostras de solo Cana 2, foi observado que 41%
dos microrganismos encontrados estavam relacionados com o ciclo do C e
12% ao do N. Este aumento das bactérias relacionadas ao ciclo do C pode ser
atribuido ao manuseio do solo, no qual ocorreu a queima da palhada no ciclo
anterior, disponibilizando assim, matéria organica em quantidades maiores,
consequentemente carbono no sistema. Nesse caso, alteragées no equilibrio N
e C devem ter estimulado o aparecimento diferenciado dos organismos
envolvidos na ciclagem desses elementos. O restante dos organismos
permanece similar a outras areas. Ha que se relatar uma mudanca das épocas
de coleta, em que cana 1 e Mococa foram coletadas no més de fevereiro,
considerado dentro de uma estacao chuvosa, e cana 2 no més de novembro.
Assim, sugere-se que as condi¢des do solo durante o ciclo anual em um cultivo
pode ser um fator importante para o desenvolvimento de populacdo diferente
de microrganismos.

Em sistemas de cultivo, variagdes nas populacdes bacterianas podem
ser detectadas ao longo das estacbes do ano. Estas variagdes estédo
diretamente ligadas a fatores como regime de chuvas e clima regional,
estrutura e manejo do solo, ao teor e a qualidade dos residuos vegetais
disponiveis (ROGERS; Tate lll, 2001; TIEDJE et al., 2001).



52

Canal

A
B
Cana Mococa
C
B Nitrogénio ® Carbono m Enxofre
m Biorremediacao m Metabolismo de Fe m Metabolismo de Metais
B Metabolismo de Fésforo W Outros  Fungdo Ndo Relatada

Figura 17: Porcentagem de organismos encontrados nas areas de Cana 1 (A),
Cana 2 (B) e Cana Mococa (C) com fungdo relacionada a ciclos
biogeoquimicos relatados em literatura.
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Segundo Ripoli e Ripoli (2004) com a queimada da cana-de-aglcar o
solo sofre um aquecimento de cerca de 160 a 200°C nas camadas superficiais,
oxidando boa parte da matéria organica nessa camada. Este processo de
oxidacao pode transformar a matéria organica em moléculas que possam ser
assimiladas de modo mais rapido nos ciclos da natureza (JARDIM; CANELA,
2004). O aumento de matéria organica também foi observado na analise fisico-
quimica do solo. Tal disponibilidade de compostos carbonados justificaria a
presencga de microrganismos relacionados a este ciclo.

Levando-se em consideragcdo a estrutura e composicdo do solo,
Sessitsch et al. (2001), observaram que a maioria dos microrganismos
encontra-se em microagregados do solo, dependendo do tipo de adubacao
utilizada. Esses microhabitats oferecem condicbes favoraveis para o
crescimento bacteriano, devido a disponibilidade de agua e substrato, além de
abrigo contra predacéo.

Os mesmos autores também observaram uma correlacdo entre a
composi¢ao das particulas do solo e a diversidade microbiana. Foi observada
uma maior diversidade nas fragdes silte e argila do solo e menor na fracao
areia. Nas fracdes silte e argila, houve o predominio de bactérias da divisdo
Holophaga e Prosthecobacter, enquanto na fracao areia ocorreu o predominio
de Alphaproteobacteria. Os dados encontrados neste trabalho no qual estes
organismos foram relatados nos solos estudados, corroboram com estes
achados.

Seguindo os padrées no qual atua em determinadas fungbes (grupos
funcionais), os microrganismos tendem a substituir ou compensar a auséncia
de um determinado membro da microbiota quando este é perdido, mantendo a
continuidade dos processos biologicos (KENNEDY, 1999).

Torsvik e Qvreas (2002) relataram que o metabolismo microbiano
(diversidade funcional) em uma éarea sem vegetacdo inicialmente é baixo.
Entretanto, a medida que a vegetacao se estabelece, a diversidade metabdlica
microbiana cresce rapidamente até atingir a estabilidade. A perda de elementos
em um desses grupos funcionais, afeta significativamente os processos
ecolégicos em maior ou menor escala. Perdas significativas podem interromper
até mesmo o fluxo energético do sistema uma vez que existe a participacao de
centenas de individuos durante determinado processo (PETERS et al., 2000).
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A diversidade microbiana funcional tem sido estudada sob diversos
pontos de vista e estratégias. Os microrganismos sdao um dos indicadores
disponiveis mais sensiveis e a maioria € Util para classificar sistemas
degradados ou contaminados, uma vez que a diversidade pode ser afetada
rapidamente em fungao de estresses no ecossistema (MELLONI, 2007).

A utilizagdo de substrato € considerada a chave para a sobrevivéncia,
crescimento e competitividade de microrganismos no solo. A capacidade dos
microrganismos utilizarem ou nao estes substratos pode revelar a estrutura da
comunidade microbiana do solo e indicar a diversidade funcional destes
microrganismos.

Baseado no principio de funcionalidade dependente do substrato,
encontramos o sistema BioLog (ZAK et al., 1994; HEUER; SMALLA, 1997) que
utiliza diferentes fontes de C para analise do tipo de metabolismo que grupos
bacterianos exercem no solo. Uma limitagdo desta técnica é decorrente do fato
de que os substratos encontrados comercialmente nao refletem a diversidade
de substratos encontrados no ambiente (KONOPKA et al., 1998).

Outra maneira de se analisar a diversidade funcional dos
microrganismos do solo consiste no estudo de grupos microbianos especificos,
como os fixadores de nitrogénio e os participantes no ciclo do S, entre outros,
com grande potencialidade de utilizagdo como indicadores da qualidade do
solo em determinadas areas (VISSER; PARKINSON, 1992; TURCO et al.,
1994), ou ainda estudos funcionais através das atividades enzimaticas
especificas. Estas exercem papel fundamental na sustentabilidade de
ecossistemas, atuando na catalise de reagdes necessarias para decomposicao
de residuos, ciclagem dos nutrientes, formacdo de matéria organica entre
outros (CARNEIRO, 2000).

Estratégias moleculares tém se mostrado eficientes no monitoramento
funcional de comunidade microbianas, sendo a técnica de microarranjo uma
delas. Aplicagdes no monitoramento microbiano em diversos ambientes ja sao
usadas, como as aplicadas a organismos diazotréficos (JENKINS, et al., 2004),
metanotroficos (STRALIS-PAVESE, et al.,, 2004), biodegradadores de
poluentes (BONCH-OSMOLOVSKAYA et al.,, 2003) e comunidades que
oxidam aménia (ADAMCZYK, et al., 2003).
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Neste trabalho utilizamos uma pratica de designacao de atividades
através de um estudo “in silico” baseada em busca literaria (artigos cientificos,
livros, comunicados técnicos) comparando as sequencias encontradas nas
bibliotecas de DNA.

A maioria dos estudos moleculares é baseada no DNA de origem
ambiental, entretanto este nado reflete fielmente o funcionamento da
comunidade microbiana do solo. Por isso a andlise de RNAm
(metatranscriptdmica) seria 0 caminho ideal para um melhor entendimento do
papel de cada organismo, oferecendo uma relacdo entre a expressao de
determinado gene e a composi¢ao da microbiota local (URISH et al., 2008).

Os efeitos de praticas agricolas como cultivo, rotagcdo de culturas,
fertilizacdo e irrigacdo em atributos fisicos e quimicos do solo sdo bem
documentados. No entanto, pouco é estudado sobre as alteracbes na
microbiota do solo, suas atividades bioquimicas e o impacto destas na
produtividade e sustentabilidade de sistemas.

Sendo largamente responsaveis pelas transformacdes dos elementos
no solo, os microrganismos sado indicadores eficientes em diversos
ecossistemas, principalmente se sua diversidade estiver associada a outros

fatores como atributos fisico-quimicos nos solos (MELLONI, 2007).

PARTE lll: Analise da diversidade bacteriana baseada em sequenciamento
de nova geracdao (NGS) da regiao Vi do gene 16S rRNA do DNA

metagenémico do solo

1. Amplificacao dos fragmentos Vi do 16S rDNA

Apébs a amplificacdo do fragmento Vi do gene 16 rDNA do material
metagendémico, como anteriormente descrito, foi observado um fragmento
contendo aproximadamente 300 pb, condizente com o tamanho molecular do
mesmo e algumas bandas inespecificas (Fig. 18). As amostras nesse momento
foram misturadas formando um “pool” de fragmentos amplificados para cada
coleta e assim, procedeu-se com a purificacdo do mesmo através de
eletroforese preparativa em gel de baixo ponto de fusao, obtendo uma banda
unica (Fig. 19)



56

0.25 kb --ﬂ----q--l

A

shh Gt @l 3 St i i oyl i
10kh —s ﬂ
JKh —

1 kb —p
. . » - ", By - g .

e e e v el oy

025kh — ;

B

Figura 18: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0 % dos fragmentos da
regiao Vi do gene 16S rRNA gerado a partir do DNA metagenémico das 10
amostras de solo Floresta 2 (A) e Cana 2 (B); P — padrdao de tamanho
molecular 1kb DNA ladder Fermentas SM 1333.
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Figura 19: Perfil eletroforético em gel de agarose a 2,0 % dos fragmentos da
regiao Vi do gene 16S rRNA gerado a partir do DNA metagenémico das
amostras de solo Floresta 1 (canaletas de 1 a 3), Floresta 2 (canaletas de 4 a
6), Cana 1 (canaletas de 7 a 9) e Cana 2 (canaletas de 10 a 12); P — padrao
de tamanho molecular 1kb DNA ladder Fermentas SM 1333.
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2. Validacao das bibliotecas

Uma vez ligados os adaptadores nas extremidades dos fragmentos Vi,
purificados via eletroforese preparativa e amplificadas por PCR de
enriquecimento, as bibliotecas foram validadas através do sistema Bioanalyzer.
Os eletroferogramas (Fig. 20) indicaram que os fragmentos gerados se
encontravam dentro da faixa compativel de tamanho molecular, apresentando
além do numero de bases do fragmento, as bases dos adaptadores. Sendo
assim, cada biblioteca foi considerada validada.

Além dos eletroferogramas, o sistema ainda apresenta um gel de
eletroforese gerado virtualmente como ilustrado na figura abaixo. Assim, é
possivel observar a integridade do material através de dois parametros: 1)

eletroferogramas e 2) gel com perfis das bandas do material genético
analisado.
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Figura 20: Analise das bibliotecas de Cana-de-acucar (1 € 2) e de Floresta (1 e
2) através do sistema de eletroforese capilar Bioanalyzer® Agilent Technologies
2100, ilustrando os eletroferogramas e o gel com o bandeamento das
bibliotecas. Deteccdo através do kit High Sensitivity DNA chip (Agilent® -
Catalogo n® G2938-90321).
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3. Analise das comunidades bacterianas dos solos baseadas em
unidades taxondémicas operacionais (OTUs)

Aproximadamente 91 milh6es de sequencias do fragmento Vi com 100
pb cada foram obtidas através do sequenciamento anteriormente descrito,
destas 30 milhdes pertencentes a cana 1, 16 milhdes a cana 2, 29 milhdes
floresta 1 e 16 milhGes a area de floresta 2. O software MOTHUR foi utilizado
para a analise das sequencias das quatro bibliotecas (cana 1 e 2; floresta 1 e
2) a fim de estimar a quantidade de sequencias necessarias para se atingir a
estabilidade em numero de Unidades Taxon6micas Operacionais (Fig. 21),
além da utilizacao das mesmas para geracao de alguns indices para estimativa
de riqueza e diversidade (Tab. 5)

As analises pelo software MOTHUR foram realizadas considerando-se
uma distancia evolutiva de 0,05 para estimativa de géneros. Geralmente estes
dados (estimativa de diversidade e estrutura de comunidades) sdo analisadas
em funcéo da ocorréncia de OTUs (SCHLOSS et al., 2009).

A partir da estimativa em OTUs fornecida pelo software MOTHUR,
esses dados foram utilizados para a construcdo da curva de rarefacdo com 5%
de distancia evolutiva para determinagédo de diferentes taxons representativos
de género com base nas sequencias encontradas de cada area.

A forma de uma curva de rarefacao indica se a amostragem utilizada foi
suficiente para abranger a diversidade total de uma determinada comunidade
(ROESCH et al., 2007). Esta metodologia tem sido extensamente utilizada e
considerada uma medida eficaz dos indices de diversidade. Entretanto, € uma
estratégia dependente do tamanho da amostra (HUGHES et al., 2001).

Foi observado através da andlise de rarefagao (Fig. 21), que foram
necessarias aproximadamente 85,600 sequencias para alcangar uma
diversidade de ~11,000 OTUs em nivel de género (azul) para amostra de cana
1. O numero de OTUs distintas observadas para cana 2 (rosa) foi de
aproximadamente 3,500 a partir de 32,800 sequencias. Para floresta 1 e 2,
foram encontradas aproximadamente 1,700 e 1,500 OTUs a partir de 19,700 e
16,000 sequencias respectivamente (amarelo e ciano).
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Figura 21: Curvas de rarefacdo calculada com distancia evolutiva de 0.05 (5%)
para género a partir das sequencias obtidas através do sequenciamento do
fragmento Vi do gene16S rRNA.

Acosta-Martinez et al. (2008) postularam que em solos manejados o
namero maximo de OTUs a uma distancia genética de 3% deve ser no maximo
de 3,400. Por outro lado, trabalhos de Will et al. (2010) encontraram em solos
de pastagens até 6,230 OTUs. Diversos estudos tem relacionado o numero de
sequencias analisadas versus o numero de OTUs encontradas. Um destes
estudos de Roesch et al. (2007) analisando a comunidade bacteriana de solos
de floresta no Canada, observaram que utilizando 53,000 sequencias,
encontraram 5,500 OTUs, entretanto quando foi reduzido o numero de
sequencias para 30,000 foram relatadas apenas 3,500 OTUs. Permitindo assim
aferir, que o numero de sequencias estudadas esta diretamente relacionado
com o numero de OTUs na amostra.

Além da riqueza de OTUs observadas na curva de rarefagdo, os
métodos de estimativa ACE (CHAO; MA; YANG, 1993) CHAOT1 (CHAO, 1984 e
1987), foram aplicados e podem ser observados na Tabela 5. Estas estimativas
variam de acordo com o numero de sequencias empregado na andlise.

Enquanto os indices ACE e Chao1 estimam a riqgueza de OTUs em uma
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amostra, os indices de Shannon-Wiener e de Simpson, observam a
heterogeneidade da populagdo microbiana em dada amostra.

Tabela 5: Rigqueza de Unidades TaxonO6micas Operacionais e indices de
diversidade calculados a partir das sequencias Vi do 16S rRNA.

Estimativas de Riqueza de OTUs indices de Diversidade
GT IS Amostra n? seq. -
ACE Chao1 Simpson Shannon
Cana 1 | 85.665 44.019 27.179 0.013 6.45
32.811 8.910 6.579 0.020 5.61
Espécie 0,05 ~ ana2
Floresta 1| 19.796 4.541 3.419 0.037 4.78
Floresta 2| 16.048 3.843 2.674 0.046 4.50

GT - Grupo Taxondmico ; IS — Indice de Similaridade para estimar ; n°® seq. — Ntimero
de sequencias.

No indice de riqueza de espécies ACE as sequencias sao agrupadas em
raras e abundantes de acordo com sua frequéncia de observagdo. Segundo o
estimador ACE, se uma OTU apresenta a ocorréncia de mais de 10 sequencias
do mesmo organismo, este entdo é considerado abundante (HUGHES et al.,
2001). O indice de CHAO1 usa o numero de UTOs para estimar o numero de
espécies faltantes (CHAO, 1984).

Sendo assim, considerando as OTUs esperadas com a analise dos
nossos dados, as estimativas de riquezas ACE e Chao1l (TAB. 5) foram
maiores quando analisadas com o indice de similaridade a 0,05, determinando
espécies.

O indice de Shannon-Wiener indica a diversidade de uma comunidade
baseada em sua distribuicio em dada amostra e no niumero de espécies
encontradas na mesma. Assim, quanto maior o indice, maior o numero de
espécies retratadas. Por outro lado, o indice Simpson quanto mais préximo de
zero o valor, maior a diversidade em dada amostra.

Trabalhos de Engelbrektson et al. (2010) relatam uma relacao entre o
tamanho do amplicon e a regido do gene 16S rRNA utilzado podem influenciar

diretamente a estimativas de riqueza e diversidade de uma amostra.

4. Analise da diversidade bacteriana nos solos através do RDP-II

Pela andlise das sequencias obtidas pelo sequenciamento para cada

biblioteca através do software Mothur, posteriormente identificadas em
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comparagdo com o banco de dados do RDP - I, aproximadamente 22,000
sequencias Unicas obtidas de uma amostra composta com sequencias das
quatro bibliotecas (cana 1 e 2 e floresta 1 e 2) foram analisadas e relacionadas
aos filos. Em amostras de floresta foi observado que tanto em floresta 1,
quanto em floresta 2 a predominancia foi do Filo Proteobacteria, seguidos de
Actinobacteria, Acidobacteria e Firmicutes.

Observa-se novamente, que independente da época de coleta, a
composicao microbiana do solo permaneceu inalterada, tendo a predominancia
sempre dos mesmos grupos, sugerindo que as populacdes bacterianas desta
area de estudo encontram-se em equilibrio (Fig. 22). Também foi observado
que aproximadamente 50% das sequencias nao puderam ser classificadas.

Alocados na categoria “outros” representando 1% em amostras de cana
e 2% em amostras de floresta, foram relatados representantes dos grupos:
Armatimonadetes, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Nitrospirae e
Planctomycetes.

Nas amostras das areas de cana-de-acucar, o0 maior numero de
sequencias encontradas em cana 1 e 2 pertencem ao filo Proteobacteria,
seguido de Firmicutes, Actinobacteria e Acidobacteria (Fig. 22) seguindo
padrdao similar ao encontrado para areas de floresta. Estes mesmos filos
bacterianos ja haviam sido relatados quando a analise da diversidade foi
estudada através do sequenciamento de bibliotecas 16S com a técnica de
Sanger (Fig.11).

Apesar do grande numero de sequencias geradas pelo sistema de
sequenciamento “high throughput” como é o caso da plataforma utilizada neste
trabalho (lllumina®), o tamanho das mesmas é muito menor que as do
sequenciamento pela metodologia de Sanger, fato este que pode dificultar o
processo de identificacdo dos organismos.
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Figura 22: Composicao dos filos encontrados em amostras de Floresta (1 e 2)
e Cana-de-acgucar (1 e 2) através da comparacao com RDP-Il baseado em
sequencias do fragmento Vi do 16S rDNA bacteriano.

A andlise de diversidade baseada no gene 16S rRNA utilizando
tecnologias como Illumina® que produzem milhdes de sequencias é muito
interessante para elucidagao de relagdes ecolégicas em ambientes complexos
como solo. Entretanto existem diversas limitagdes nessas técnicas quando
utilizadas em anélises metagenémicas (VASILEIADIS et al., 2012).

Como ja relatado, analises deste gene permitem o acesso a diversidade
em amostras ambientais quando utilizado a sequencia total do mesmo (~ 1500
pb). Entretanto, a utilizacdes de fragmentos de regides hipervaridveis tém sido
extensamente utilizada (VILO e DONG, 2012). Regibes hipervariaveis do 16S
rRNA, como V1, V3, V5, V6 estdo sendo utilizadas em diversos estudos de
microbiomas. A acuracia das informagdes obtidas utilizando apenas estas
regides ainda € muito questionavel. Um dos principais debates é se a resolucéo
filogenética de cada regiao hipervariavel € a mesma.

O advento de novas tecnologias de anadlises destes resultados tem
permitido um acesso cada vez maior a informagdes filogenéticas baseado no
16S rRNA. Uma das principais estratégias é a utilizacdo do banco de dados
RDP. A ferramenta Classifier, é extensamente utilizada na andlise de
resultados de sequenciamentos de nova geracdo em larga escala (VILO e
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DONG, 2012). Liu e cols. (2008) relata que sequencias parciais do 16S podem
alcancar classificacao similar como o sequenciamento total do gene.

O trabalho de Vasileiadis et al. (2012) demonstrou que o0 uso das regides
variaveis pode facilitar a tarefa de classificacdo organismos envolvidos nos
ciclos biogeoquimicos globais. Entretanto, os resultados de andlise de filos
baseado nas regides variaveis do gene do 16S rRNA, demonstram queda nos
indices de classificagdo taxonémica. Assim, existe um aumento no numero de
sequencias nao classificadas. Esta composicdo de grupos néo classificados
reduz a capacidade de todas as regides contribuirem para a identificacao de
taxons raros ou pouco frequentes em amostras. Um exemplo € a regido V6 do
gene 16SrRNA que apresenta particular dificuldade na identificacdo de
Acidobacteria. Esses autores observaram que quando analisada a regido V6
desse gene, observou-se a presenca do dobro de sequencias nao classificadas
em relacdo ao gene completo. A média de sequencias nao classificadas das
outras regides V é de uma vez e meia a mais. Em outros estudos relacionados,
V3 e V4 mostraram-se regides melhores para a identificacao de OTUs do que
as regioes V5 e V6 (HUSE et al., 2008).

O sequenciamento de apenas algumas por¢des do gene 16S rRNA,
como as regides V apresentam algumas falhas em relagdo ao sequenciamento
total do gene em andlises de comunidades bacterianas do solo. Entretanto, em
alguns casos parecem representar em uma grande propor¢do o encontrado em
sequenciamento completo desse gene (WANG e QIAN, 2009). A regiao V3
pode, por exemplo, atender as necessidades como técnicas de “screening” de
diversas comunidades bacterianas do solo (VASILEIADIS et al., 2012).

Muitos estudos tém utilizado como ferramenta para aumentar a
fidedignidade de classificacdo das sequencias um sistema de amplificacao de
sequencias combinadas, como a amplificacao e andlise de mais de uma regiao
hipervariavel unidas (exemplo: V1-V3, V3-V5, V6-V9 dentre outras
combinacoes) (YILDIRIM et al., 2010; LAZAREVIC et al., 2010).

Vilo e Dong (2012) utilizando o banco RDP-II para analise de sequencias
observaram a acuracia de classificacdo de 3 regides combinadas e relataram
que a regiao V1-V3 classificou 96.83% das sequencias em filo chegando até
76,90% em género. Similar a estes, a regido combinada V3-V5 classificou
98,44% em filo e 77,15% em género. Por fim, V6-V9, classificou 96,43% em
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filo e 72,65% em género. Por outro lado, quando as regides hipervariaveis
foram analisadas individualmente observou-se que as regides V2 e V4 foram
as que mostraram maior indice de classificacdo em filo, 85,99% e 89,28%,
respectivamente. A regido V3 apresentou acuracia de aproximadamente 45%
das sequencias classificadas em filo, o que é similar aos dados encontrados
neste estudo analisando V1-V2. Outro achado importante a respeito € o fato de
que determinadas regides foram mais eficientes na identificagdo de
determinados grupos bacterianos em uma mesma amostra.

Jeraldo et al. (2011) utilizando o banco de dados Greengenes,
observaram que as regides V1 - V3 foram as melhores para classificacdes
filogenéticas. Chakravorty et al. (2007) avaliando as regiées V de 110 bactérias
patogénicas ou provenientes de amostras ambientais, relataram que as regioes
V2, V3 e V6 foram as mais eficientes na classificacao do que V4, V5, V7 e V8.

A dificuldade de classificacdo das sequencias geradas e a quantidade de
sequencias nao classificadas, pode também estar associadas aos bancos de
dados utilizados como comparacao. O banco RDP apresenta apenas 5% das
sequencias depositadas oriundas de amostra de solos, sendo que as
sequencias predominantes sado provenientes de amostras microbiomas
humanos. A estratégia de sequenciamento utilizada na plataforma Illlumina®, é
outro fator que pode influenciar, sendo o sequenciamento “paired-end” o mais
interessante, uma vez que pode produzir fragmentos maiores (BARTRAM et al,
2011).

As limitagdes encontradas neste tipo de abordagem, bem como
limitacbes nas estratégias de sequenciamento e analise de dados,
frequentemente tém gerado divergéncias entre qual a melhor abordagem e
qual a melhor regidao hipervariavel do gene 16S rRNA para ser escolhida a fim
de representar os melhores indices de diversidade.

Entretanto, um ponto é claro. As estratégias utilizando as plataformas de
sequenciamento de nova geracado (NGS) apresentam uma série de vantagens
sobre as estratégias de sequenciamento tradicionais como o sequenciamento
de Sanger. Um dos principais pontos de vantagem se encontra na rapidez de
execucao experimental destas plataformas. Como dispensa a construcao de
bibliotecas plasmidiais e de outros vetores, excluindo clonagem, validacéo,
coleta e selecdo de clones, como antepassos ao sequenciamento, a velocidade
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da geracao de dados é muito grande. Outro ponto importante é a quantidade
de dados gerados por corrida. Como observado na tabela 1, os sistemas de
NGS é infinitamente maior, como por exemplo, neste, foram utilizadas
aproximadamente 91 milhGes de “reads” provenientes de apenas uma Unica
corrida.

Essas plataformas ainda apresentam alguns pontos desfavoraveis.
Como descrito acima, devido a quantidade de dados gerados e divergéncias
entre as estratégias de analise ainda constituem um problema. Este acaba
relacionando-se com o tamanho dos fragmentos gerados, em que o
sequenciamento de Sanger ainda é capaz de gerar fragmentos maiores que no
caso de analise de diversidade ainda sdo mais fiéis para definicdo taxonémica

de microrganismos.
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5. CONCLUSOES

e Os filos bacterianos encontrados na area de Floresta permaneceram
praticamente inalterados, independente da época de coleta. Assim, as
areas de Floresta apresentam um equilibrio em relacdo a microbiota
independente da éarea e época da coleta ou estratégia de
sequenciamento.

e Ao se analisar as areas cultivadas com cana-de-aglcar,
Deltaproteobacteria e Firmicutes foram os mais frequentes em Cana 1
(periodo chuvoso). Entretanto, observamos aumento acentuado de
Acidobacteria em Cana 2 (periodo seco).

¢ Nas analises do fragmento Vi para cana 1 e 2, a maioria das sequencias
pertenciam ao filo Proteobacteria, seguido de Firmicutes, Actinobacteria
e Acidobacteria. Neste caso, a estratégia de sequenciamento e a época
da coleta foram fatores que influenciaram na deteccdo da composicéao
bacteriana neste tipo de solo cultivado.

e Foi observado, através do sequenciamento parcial da regiao Vi, que
aproximadamente 50% das sequencias nao puderam ser classificadas.
Apesar do numero elevado de sequencias geradas, o tamanho das
mesmas € muito menor do que € encontrado nas estratégias tradicionais
de sequenciamento do 16S rRNA, fato este que pode dificultar o
processo de identificacao.

e Quanto aos individuos identificados e com atividades relacionadas a
diferentes ciclo biogeoquimicos observou-se que 0 padrdo
microbioldgico foi similar para todas as amostras de solo de florestas, e
0s organismos relacionados ao ciclo do Nitrogénio foram os mais
encontrados seguidos pelos envolvidos no ciclo de carbono e enxofre.

e Em areas de Cana-de-acucar, os principais organismos estavam
relacionados ao ciclo do nitrogénio e carbono, exceto na amostra do
periodo de seca (cana 2) em que 0s microrganismos relacionados ao
ciclo do carbono foram os mais encontrados, coincidindo com o

manuseio do solo requerido para o ciclo da cultura.
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APENDICE

Tabela 1S: Organismos Relatados em amostras de Solo de Cana-de-agucar: Cal (cana-de-acucar 1), Ca2 (cana-de-agucar 2),Ca Mococa

(cana-de-agucar Mococa) e Nao Relatado (NR) de acordo com a literatura.

Filo Organismo Ciclo / Atividade Amostra Referencia
Alphaproteobacteria Azospirillum Fixagdo N Cal ; Ca Mococa Garrity, 2004
Beljerinckia Fixagdo N Cal Garrity, 2004
Bradyrhizobium Fixacdo N Cal ; Ca2 Garrity, 2004
Blastochloris Metabolismo de Amdnia Ca2 Ramana et. al., 2011
Caedibacter Ca Mococa NR
Hyphomicrobium Metabolismo de C Cal ; Ca2 ; Ca Mococa Urakami et. al., 1995
Mesorhizobium Fixacdo N Cal Wang, et.al., 1999
Filomicrobium Ca2 NR
Pedomicrobium Oxidagdo de Mn Cal ; Ca Mococa Sly & Arunpairojana, 1986
Prosthecomicrobium Cal ; Ca Mococa NR
Pseudolabrys Cal ; Ca Mococa NR
Rhizobium Fixacdo N Cal ; Ca Mococa Valverde et. al., 2006
Rhodoplanes Denitrificagdo Cal ; Ca Mococa Garrity, 2004
Sphingomonas Biorremediacdo Cal ; Ca2 ; Ca Mococa White et. al., 1996
Betaproteobacteria Bordetella Ca Mococa NR
Burkholderia Solubilizagdo de P / Degradagdo Hidrocarbonetos Ca Mococa Valverde et.al., 2006
Derxia Fixacdo N Ca Mococa Ravi et. al., 1986
Herbaspirillum Fixagdo N Ca Mococa Valverde et. al., 2003
Massilia Reducio de Nitrato Ca Mococa Weon et. al., 2008
Methyloversatilis Metilotréfico Ca2 ; Ca Mococa Kalyuzhnaya et. al., 2006
Pseudorhodoferax Cal NR
Stella Degradacdo de MO Ca Mococa Vasilyeva, 1985
Sterolibacterium Denitrificagdo Cal ; Ca2 ; Ca Mococa Tarlera et. al., 2003
Deltaproteobacteria Anaeromyxobacter Reducdo de nitrito e Nitrato Cal ; Ca Mococa Sanford et. al., 2002
Chondromyces Degradagdo de MO Cal ; Ca Mococa Garrity, 2004
Corallococcus Ca Mococa NR
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Desulfomonile Biorremediagao (ex:biofenilas policloradas) Ca Mococa Sun et.al., 2001
Desulfotomaculum Reducdo de Sulfato Ca Mococa Imachi et. al., 2006
Desulfuromonas Redutora de S Ca Mococa Finster et. al., 1997
Desulfocella Reducio de Sulfato / Degradacdo de MO Cal Garrity, 2004
Geoalkalibacter Redugédo de Fe e Mn Ca Mococa Greene et. al., 2009
Geobacter Metabolismo de S e Metais Cal ; Ca Mococa Bond, 2002
Haliangium Degradagdo de MO Ca Mococa Fudou et. al., 2002
Hyalangium Ca Mococa NR
Geothermobacter Reducdo de Fe E degradagcdo de MO Ca Mococa Kashefi et. al., 2003
Phaselicystis Reducio de Sulfato Ca2 ; Ca Mococa Garcia et. al., 2009
Pelobacter Reducdo de Fe Cal ; Ca Mococa Richter et. al., 2007
Syntrophobacter Reducio de Sulfato Cal Garrity, 2004
Sorangium Degradag@o de Celulose Ca Mococa Jiang et. al., 2008
Gammaproteobacteria Aquicella Cal NR
Gemmatimonas Acumuladora de P Ca Mococa Zhang, et al, 2003
Steroidobacter Denitrificante Ca Mococa Fahrbach et. al, 2008
Actinoproteobacteria Actinoallomurus Reducio Nitrato Ca Mococa Tamura et. al. 2009
Actinoplanes Compostos Biotecnoldgicos Cal Schwientek et. al., 2012
Catellatospora Redutor de Nitrito Cal Lee et. al., 2000
Clavibacter Cal NR
Krasilnikovia Cal NR
Tamia Reducio Nitrato Ca Mococa Kurahashi, et. al. 2009
Marmoricola Cal NR
Microbispora Ca2 NR
Nocardioides Degradacgdo Hidrocarbonetos Cal Schippers et. al., 2005
Patulibacter Cal NR
Sphaerisporangium Cal NR
Solirubrobacter Ca Mococa NR
Streptomyces Degradagdo de MO / Antibidticos Ca2 NR
Thermoleophilum Cal NR
Firmicutes Anaeromusa Ca Mococa NR
Bacillus Reducdo Nitrato, Prducéo Sulfeto de H Cal ; Ca2 ; Ca Mococa Heyrman et.al., 2004
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Clostridium Ca Mococa NR
Cohnella Fixacdo de Nitrogénio Ca Mococa Garcia-Fraile et.al. 2008
Geobacillus Ca Mococa NR
Gracilibacter Ca Mococa NR
Heliobacillus Ca Mococa NR
Heliobacterium Fixacdo de N Ca Mococa Tang et. al., 2010
Luteolibacter Cal NR
Paenibacillus Metabolismo de C Cal ; Ca2 ; Ca Mococa Rivas et. al., 2005
Propionispora Degradacgdo de Poliesteres Ca Mococa Abou-Zeid et. al., 2004
Rummeliibacillus Ca Mococa NR
Tumebacillus Ca2 NR
Thermoflavimicrobium Ca Mococa NR
Thermosediminibacter Reducgdo de S Ca Mococa Lee et. al., 2005
Planctomycetes Blastopirellula Ca Mococa NR
Gemmata Oxidagdo de Amonio Cal ; Ca Mococa Wang, et.al., 2001
Planctomyces Cal NR
Schlesneria Cal NR
Zavarzinella Cal ; Ca Mococa NR
Verrucomicrobia Prosthecobacter Cal ; Ca Mococa NR
Verrucomicrobium Cal ; Ca Mococa NR
Chloroflexi Anaerolinea Cal ; Ca Mococa NR
Ktedonobacter Cal ; Ca Mococa NR
Levilinea Degradagdo de MO Ca Mococa Yamada et. al., 2005
Nitrospirae Nitrospira Oxidacdo de Nitrito Cal ; Ca2 ; Ca Mococa Daims et. al., 2001
Acidobacteria Acidobacterium Degradagdo de MO Ca2 ; Ca Mococa Kishimoto et. al., 2001
Edaphobacter Cal ; Ca2 ; Ca Mococa NR
Holophaga MEtano Ca Mococa Koch et. al., 2008
Terriglobus Metano Ca Mococa NR
Gemmatimonadetes Gemmatimonas Acumuladora de P Cal Zhang, et. al., 2003
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Tabela 2S: Organismos Relatados em amostras de Solo de Floresta: FI1 (Floresta 1), FI2 (Floresta 2), Fl Mococa (Floresta Mococa) e Nao
Relatados (NR) de acordo com a literatura.

Filo Organismo Ciclo / Atividade Amostra Referencia
Alphaproteobacteria Afipia Fl1 ; FI2 NR
Beijerinckia Fixacdo N Fl1 ; FI2 Garrity, 2004
Bradyrhizobium Fixacdo N Fl1 ; F12 ; F1 Mococa Garrity, 2004
Blastobacter Metilotrofica Fl Mococa Garrity, 2004
Caulobacter F1 Mococa NR
Devosia Fixacdo N F12 ; F1 Mococa Rivas et al, 2002
Filomicrobium Fl Mococa NR
Gluconacetobacter Fixacdo N F12 Perin et. al., 2004
Hyphomicrobium Metabolismo de C Fl11 ; FI2 Urakami et. al., 1995
Maricaulis Fl1 NR
Mesorhizobium Fixacdo N Fl11 ; FI2 Wang, et.al., 1999
Methylocystis Metanotrdfica F1 Mococa McDonald et. al., 1997
Methylosinus FI1 ; FI2 NR
Methylovirgula Metabolismo de C Fl1 ; FI2 Vorob’ev et.al., 2009
Oceanibaculum Fl1 ; F12 NR
Pedomicrobium Oxidagdo de Mn Fl1 ; F12 Sly & Arunpairojana, 1986
Prosthecomicrobium Fl11 ; FI2 NR
Phyllobacterium Fixagdo de N Fl1 ; FI2 Garrity, 2004
Pleomorphomonas Fixacdo N Fl1 Xye 2005
Pseudolabrys F12 ; F1 Mococa NR
Rhizobium Fixacdo N Fl11 Valverde et. al., 2006
Rhodoplanes Denitrificagdo Fl1 ; F12 ; F1 Mococa Garrity, 2004
Rhodovibrio Fl1 NR
Stella Degradagdo de MO Fl Mococa Vasilyeva, 1985




Betaproteobacteria Denitratisoma Fl1 ; FI2 NR
Derxia Fixacdo N Fl Mococa Shankar et al, 1986
Ideonella Fixacdo N Fl Mococa Noar 2009
Piscinibacter Fl Mococa NR
Sterolibacterium Denitrificacdo Fl1 ; FI2 Tarlera et. al., 2003
Deltaproteobacteria Anaeromyxobacter Reducdo de nitrito e Nitrato Fl1 ; F12 ; FI Mococa Sanford et. al., 2002
Chondromyces Degradagdo de MO Fl1 Garrity, 2004
Desulfofrigus Redutor de Sulfato Fl1 Garrity, 2004
Biorremediacao (ex:biofenilas
Desulfomonile policloradas) Fl11 ; FI2 Sun et.al., 2001
Desulfonauticus Redutor de Sulfato Fl1 ; FI12 Mayilraj 2009
Desulfuromonas Redutora de S Fl11 Finster et. al., 1997
Geobacter Metabolismo de S e Metais Fl1 ; FI2 ; Fl Mococa Bond, 2002
Geothermobacter Reducio de Fe E degradacdo de MO FI Mococa Kashefi et. al., 2003
Geothermobacter Redugio de Fe E degradagdo de MO Fl Mococa Kashefi et. al., 2003
Kofleria Fl1 NR
Pelobacter Reducdo de Fe Fl11 ; FI2 Richter et. al., 2007
Syntrophobacter Reducio de Sulfato Fl1 ; F12 ; F1 Mococa Garrity, 2004
Stigmatella Fl1 ; F12 ; Fl Mococa NR
Gammaproteobacteria Alkalilimnicola Fl1 NR
Aquicella Fl1 ; F12 ; Fl Mococa NR
Bordetella FI12 NR
Ectothiorhodosinus Fl1 ; F12 NR
Halochromatium Fl Mococa NR
Legionella Fl11 ; F1 Mococa NR
Pseudomonas Fixagdo de N Fl11 ; FI2 Desnoues et. al., 2003
Pseudoxanthomonas Biorremediagdo Fl Mococa Kim et. al., 2008
Steroidobacter Denitrificante Fl1 ; FI2 ; Fl Mococa Fahrbach et. al., 2008
Thiofaba Oxidagdo de S Fl Mococa Mori, 2008
Actinoproteobacteria Asanoa Metabolismo de C Fl1 ; FI2 Garrity, 2004
Actinomadura Fl Mococa NR
Catelliglobosispora Fl1 ; FI2 NR
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Eggerthella Redugdo Nitrato Fl Mococa Dewhirst et.al., 2001
Tamia Reducdo Nitrato Fl11 ; FI12 Kurahashi, et. al., 2009
Luedemannella Fl1 ; F12 NR
Microlunatus Acumuladora de P Fl11 Nakamura et. al., 1995
Micromonospora Compostos Biotecnoldégicos Fl1 Hirsch, 2009
Mpycobacterium Fl1 ; F12 ; Fl Mococa NR
Solirubrobacter Fl11 ; FI2 NR
Streptomyces Degradagdo de MO / Antibidticos Fl1 ; Fl Mococa NR
Rhodococcus Fl11 ; FI2 NR
Firmicutes Acetonema Fl Mococa NR
Anaeromusa Fl Mococa NR
Bacillus Reducdo Nitrato, Prdu¢do Sulfeto de H Fl1 ; F12 ; Fl Mococa Heyrman et.al, 2004
Brevibacterium Fl11 ; FI2 NR
Caloramator Fl Mococa NR
Cohnella Fixacéo de Nitrogénio Fl1 Garcia-Fraile et.al. 2008
Desulfosporosinus Reducio de Sulfato FI Mococa Ramamoorthy et. al, 2006
Heliorestis Fl Mococa NR
Paenibacillus Metabolismo de C Fl1 ; FI2 ; Fl Mococa Rivas et. al, 2005
Tumebacillus Fl1 NR
Thermaerobacter F12 ; Fl Mococa NR
Thermoflavimicrobium F1 Mococa NR
Thermolithobacter Reducdo de Fe Fl1 ; F12 Sokolova et. al., 2007
Planctomycetes Blastopirellula Fl11 ; F12 NR
Gemmata Oxidagdo de Amonio Fl Mococa Wang, et.al., 2001
Thermodesulfovibrio Reducio de Sulfato Fl1 Sekiguchi et. al, 2008
Zavarzinella Fl Mococa NR
Verrucomicrobia Prosthecobacter F1 Mococa NR
Verrucomicrobium Fl1 ; F12 ; Fl Mococa NR
Chloroflexi Ktedonobacter Fl Mococa NR
Nitrospirae Nitrospira Oxidagdo de Nitrito Fl1 ; F12 ; F1 Mococa Daims et. al., 2001
Leptospirillum Oxidagdo de Fe Fl11 ; FI2 Coram, 2002
Thermodesulfovibrio Redugio de Sulfato F12 Sekiguchi et. al., 2008

92



Acidobacteria Acanthopleuribacter Fl1 NR
Acidobacterium Degradagdo de MO Fl1 ; F12 ; Fl Mococa Kishimoto et. al., 1991
Edaphobacter Fl1 ; FI2 ; Fl Mococa NR
Terriglobus Metano F12 ; F1 Mococa NR
Gemmatimonadetes Gemmatimonas Acumuladora de P Fl1 ;F12 Zhang, et. al., 2003
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