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ANALISE METAGENOMICA E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE MICRO-
ORGANISMOS DE SOLO E AGUA DE UMA AREA AGRICOLA COM
ADUBACAO ORGANICA

RESUMO - O composto orgéanico produzido a partir de carcagas, residuos
animais e vegetais € uma alternativa viavel para a substituicdo total ou parcial
dos fertilizantes minerais utilizados na atualidade. No processo de compostagem
participam diferentes populagdes microbianas, e com iSso 0 composto torna-se
um sistema rico para utilizacdo como fertilizante no solo, complementando assim
as necessidades nutricionais e microbianas do meio ambiente. Entretanto, ha
poucos trabalhos envolvendo andlise da diversidade bacteriana em solos sob
uso de composto organico feito a partir de carcacas, e também pouco se
conhece sobre o impacto ambiental do uso agricola de composto organico na
qualidade da agua. Existe também a questédo se ha influéncia da agua utilizada
para irrigacao na qualidade do solo. O objetivo central desse trabalho foi analisar
a diversidade bacteriana e perfil funcional de um solo de horta e da dgua de um
corrego utilizada para irrigacdo. E como objetivo secundéario, através do
isolamento de bactérias da agua verificar o potencial biotecnolégico de producéo
e uso de exopolissacarideo como bioemulsificante de 6leo e hidrocarbonetos. As
amostras de solo e agua utilizadas nesse trabalho foram coletadas na area do
departamento rural da Fundacdo Parque Zoolégico de Séo Paulo, em setembro
de 2014. Todo material coletado foi transportado até o Laboratdrio de Bioquimica
de Micro-organismos e de Plantas, onde realizou-se a extracdo de DNA total e
sequenciamento através de tecnologia lon Proton (Life Technologies),
isolamento bacteriano, producdo e aplicacdo de exopolissacarideo como
bioemulsificante. Ao analisar o DNA metagenémico observou-se que tanto na
agua quanto no solo ha uma abundéancia de bactérias encontradas normalmente
em areas agricolas sob influéncia de composto organico feito a partir de outras
fontes. Verificou-se também, através da andlise dos genes relacionados com 0s
ciclos biogeoquimicos, abundancia de genes do processo de desnitrificacdo na
amostra de solo. Além de se observar que na analise da estrutura taxonémica
dos ciclos biogeoquimicos, ndo ha bactérias em comum entre as amostras de
solo e 4gua com do composto organico. Porém ao avaliar o perfil funcional total
da &agua, solo e outros dez metagenomas, através de uma analise de
agrupamento hierarquico, notou-se que a agua causa maior influéncia no solo
do que o préprio composto organico. Com relacédo ao isolamento bacteriano, foi
possivel isolar a bactéria Sphingomonas sp., sendo que o isolado identificado
demonstrou produzir grande quantidade de exopolissacarideo (EPS). O EPS
formou emulsdes estaveis apds 24 horas e 168 horas. Além disso o EPS foi um
melhor agente emulsificante para hexano e querosene dentre todos os Oleos
analisados. Os resultados mostraram contribuicéo significativa com relacédo ao
potencial do EPS como agente bioemulsificante que aumentaria a degradacéao
de hidrocarbonetos e efeitos de emulsificagdo em biotecnologia ambiental.

Palavras-chave: bioemulsificante, ciclos biogeoquimicos, exopolissacarideo.



METAGENOMIC ANALYSIS AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF
MICROORGANISMS FROM SOIL AND FRESHWATER OF AN
AGRICULTURAL AREA WITH ORGANIC FERTILIZATION

ABSTRACT - The organic compost produced from carcasses, animal and
vegetable waste is a viable alternative to full or partial replacement of mineral
fertilizers used nowadays. In the composting process there are involved different
microbial populations, and the compost becomes a rich system for use as a
fertilizer in the soil, thereby supplementing the nutritional and microbial
requirements of the medium. However, there are few studies involving the
analysis of bacterial diversity in soil under use of organic compost made from
carcasses, and also little is known about the environmental impact of agricultural
use of organic compost in water quality. Furthermore, there is also the question
of whether there is influence of the water used for irrigation on soil quality.
Because of these questions, the central objective of this study was to analyze the
bacterial diversity and functional profile of a soil from vegetable garden and
freshwater used for irrigation from a local stream. As a secondary objective, we
aimed to verify the production and biotechnology potential of a bacterial
exopolysaccharide as oil and hydrocarbons bioemulsifier. Soil and freshwater
samples used in this study were collected at rural department of the Zoo
Foundation Park of Sdo Paulo, in September 2014. All material collected was
transported to the Laborat6rio de Bioquimica de Micro-organismos e de Plantas
where we proceeded with the total DNA extraction experiments, sequencing
through lon Proton technology (Life Technologies), bacterial isolation, production
and application of exopolysaccharide as bioemulsifier. By analyzing the
metagenomic DNA it was observed that both freshwater and soil were plenty of
bacterial communities normally found in agricultural areas under influence of
organic amendments. Through the analysis of genes related to biogeochemical
cycles, it was found abundance of genes about denitrification process in the soil
sample. Also it can be noted by the analysis of the taxonomic structure of
biogeochemical cycles, there was no bacteria shared between soil and
freshwater samples with the organic compost. But when evaluating the functional
profile of freshwater, soil and other ten metagenomes, we observed that
freshwater causes greater influence on the soil than the organic compost.
Regarding the bacterial isolation, it was possible to identify the bacteria
Sphingomonas sp., and it has been shown to produce large amount of
exopolysaccharide (EPS). The EPS has shown stability in its emulsions after 24
hours and 168 hours. Additionally, it's a better emulsifying agent for hexane and
kerosene among other oils analysed. Furthermore, our findings promoted
significant contribution by showing EPS potential as a bioemulsifier agent that
would enhance hydrocarbon degradation and emulsification effects in
environmental biotechnology.

Keywords: bioemulsifier, biogeochemical cycles, exopolysaccharide.



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

A Fundacdo Parque Zoologico de S&o Paulo (FPZSP) é uma entidade
instituida e mantida pelo Governo do Estado de Sao Paulo. No cumprimento de
sua funcéo social, a FPZSP mantém grande numero de espécies animais em
condicBes de preservacdo que dependem diretamente do ambiente em que se
encontram. O Sistema de Gestdo Ambiental (SGA) dessa instituicdo possui
estrutura para a reciclagem e aproveitamento da agua e dos residuos sélidos
que gera. Desta forma o Zoolégico de S&o Paulo possui uma Unidade de
Producdo de Composto Organico (UPCO) que, aproveitando os residuos
gerados no préprio Zooldgico, sendo eles de origem vegetal ou animal (incluindo
carcacas), produz um adubo organico que é utilizado em uma horta em sua
Fazenda para a producéo de alimentos para os animais. A horta fica localizada
as margens de um riacho de onde é retirada agua para irrigacdo por
gotejamento. Além disso, a horta, onde sédo produzidos os alimentos, € irrigada
por um sistema de gotejamento, para manter a necessidade hidrica dos vegetais
cultivados e suprir na época de estiagem. O sistema é alimentado por uma
motobomba posicionada préxima a area, aproveitando agua do cérrego Ribeirdo
do Lageado que possui uma vazéo de aproximadamente 15 m3/h e é um afluente
do rio Sorocaba, pertencente a Bacia hidrografica do Rio Parana.

Considerando métodos de microbiologia classica, metagendémica, e 0
interesse de desvendar ambientes ainda ndo explorados. Este trabalho possui
como objetivo desvendar o microbioma, perfil funcional e potencial
biotecnolégico do solo da horta onde se usa o composto organico produzido no
Zooldgico e da agua de irrigacdo usada nesse sistema agricola.

Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa fizeram andlises
preliminares, abordando diferentes aspectos, da mesma area de estudo. Como
€ 0 caso demonstrado na dissertacao de mestrado de FIGUEIREDO (2015), que
estudou o “Efeito do adubo organico na diversidade bacteriana de solos”. Onde,
através de microbiologia classica, avaliou-se o potencial de isolados bacterianos

em produzir exoenzimas como celulases, lipases e proteases, além de ter usado



a técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA para comparar a diversidade
bacteriana do solo onde o composto era usado e solo de mata nativa. Esse
trabalho mostrou que a populacdo bacteriana nas é&reas estudadas era
influenciada tanto pelo composto como pelo préprio uso agricola do solo, sendo
que a aplicacdo do composto permite o aparecimento de uma populacéo
bacteriana importantes para a qualidade do solo. Outro estudo realizado na area
avaliou a “Influéncia da adubagdo organica na qualidade da agua destinada a
irrigacéo de hortalicas” CELICO (2015). Nesse estudo foi possivel verificar que
0 uso do composto nao interferia na qualidade quimica, fisica e microbiologica
da &gua ao longo do corrego Ribeirdo do Lajeado.

Os micro-organismos dominam a biosfera, e constituem componentes
essenciais a vida. Tais organismos, além de catalisarem transformacdes
indispensaveis nos ciclos biogeoquimicos terrestres e aquaticos, produzem
importantes componentes da atmosfera e representam uma enorme porc¢ao da
diversidade genética da vida. Durante milénios, 0s micro-organismos presentes
naturalmente nos mais variados ambientes vém produzindo importantes
compostos bioldgicos Uteis ao meio ambiente, industria, seres humanos e outros
animais. Dentre os produtos produzidos pelos micro-organismos pode-se citar
como exemplo os antibidticos, enzimas, drogas anticancerigenas, compostos
antifangicos, biopolimeros, biossurfactantes, inibidores enzimaticos, agentes
antiparasitarios, promotores de crescimento dentre outros (MORETTO et al.,
2015; SACCO et al., 2015).

Em um estudo realizado por LOCEY e LENNON (2016), foi estimado que
o planeta Terra é habitado por 10! — 1012 espécies microbianas. Entretanto, para
se chegar nos resultados obtidos pelos pesquisadores supracitados e outros que
trabalham com ecologia microbiana, novas técnicas em microbiologia, como € o
caso da metagendmica, tiveram que ser desenvolvidas e dominadas. Técnicas
como metagendmica, por exemplo, sdo essenciais para se conhecer melhor
guais, como e 0 que 0s micro-organismos dos mais variados habitats interagem
e por fim produzem os variados biocompostos que conhecemos hoje em dia.
Como exemplo de habitats estudados pode ser destacado os sedimentos
aquaticos (ANDREOTE et al., 2012), compostos organico (MARTINS et al.,
2013), solos oriundos de praticas agricolas (MENDES et al., 2014; NIELSEN et
al., 2014; YE et al., 2016), ambientes de agua doce (MENEGHINE et al., 2015;



NEWTON; MCLELLAN, 2015) e ambientes marinhos (THOMAS et al., 2010;
ZOZAYA-VALDES; ROTH-SCHULZE; THOMAS, 2016).

Levando em consideracdo 0 exposto acima, para a pesquisa desta tese,
partiu-se do principio que o solo da horta, estava tendo seu microbioma
influenciado devido a fertilizacdo com adubo organico e também irrigacdo com

agua do corrego que corta a fazenda.

2. Revisao de Literatura

2.1 Aspectos fisicos, quimicos e microbiolégicos do solo na agricultura

O solo é um compartimento essencial para o desenvolvimento do ser
humano e outros organismos no planeta, uma vez que € a partir dele que ocorre
a producao de nutrientes, que por sua vez sdo extremamente importantes para
sobrevivéncia de qualquer ser vivo. Devido a isso, a qualidade do solo é
essencial na agricultura para que haja a producéo de alimentos de boa qualidade
e para a manutencao das mais variadas espécies. Como afirmado por PARIKH
(2012) no decorrer da histéria da humanidade, a nossa relagdo com o solo afetou
nossa habilidade do cultivo de culturas e influenciou o sucesso de civilizacdes; a
relacdo entre humanos, a terra e fontes de alimentos confirma o solo como a
base da agricultura.

O conceito de qualidade do solo é amplo, uma vez que as atividades
antropogénicas de manejo influenciam diretamente o ambiente em questao
(RAMOS et al., 2015; SOUZA; FAVARATO, 2015). De acordo com VALARINI et
al. (2011), o solo € um sistema heterogéneo, descontinuo e estruturado, formado
por microhabitats com diferentes caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas
altamente interdependentes. De modo que indiferente ao sistema de producédo
utilizado, as tecnologias agricolas baseadas em monocultivos, a utilizacdo
inadequada de agrotéxicos e de fertilizantes quimicos e organicos, o uso
intensivo de maquinas pesadas e a manutencdo do solo descoberto podem
afetar, em geral negativamente, a qualidade do solo por mudangcas nas

propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (VALARINI et al., 2011).



A qualidade do solo pode ser considerada um dos fatores chave
necessarios para se atingir sustentabilidade de um sistema de producéo, onde
se destaca o manejo do solo empregado como o principal componente para ser
obter uma producdo sustentavel (LOSS et al.,, 2009; SOUZA; FAVARATO,
2015). Dessa maneira, o0 uso de composto organico € uma das formas que tem
sido propostas com sucesso em muitos casos no ambito de se atingir a
sustentabilidade de um sistema de producgdo agricola (SOUZA; FAVARATO,
2015; WEI et al., 2015; SCOTTI et al., 2016). Através de alguns estudos, ja
relatados em literatura, é possivel verificar que a compostagem é um processo
econdmico, eficiente e muito importante para estabilizacdo e reciclagem de
residuos na agricultura (MARTINS et al., 2013; MEDINA et al., 2015; SCOTTI et
al., 2016). Com isso o composto organico sendo utilizado como adubo, € uma
boa forma de se obter melhores resultados na producdo. Além de melhorar a
qualidade quimica, fisica e biol6gica do solo, devido principalmente ao aporte de
carbono ao sistema, a utilizacdo de composto organico auxilia nas necessidades
nutricionais da planta (GOMIERO; PIMENTEL; PAOLETTI, 2011). Isso porque
varios residuos organicos que auxiliam no aporte de carbono do sistema podem
ser utilizados no processo de compostagem, como por exemplo, folhas vegetais,
esterco animal, carcaga animal, restos de frutas, vinhaga, torta de filtro, lodo de
esgoto, dentre outros (KALBASI-ASHTARI et al., 2005; ZHANG et al., 2008; WEI
et al., 2015; HAMM et al., 2016).

Portanto, em se tratando do aspecto nutricional do solo, a ciclagem de
nutrientes que ocorre do solo para as plantas e animais, e entéo retorna ao solo
através do processo de decomposicdo da biomassa, auxilia na manutencéo dos
nutrientes essenciais para crescimento das plantas no solo (PARIKH, 2012). De
modo geral, h4 necessidade de 16 elementos essenciais nesse habitat para
desenvolvimento das plantas, sendo os macronutrientes nitrogénio (N), fésforo
(P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S), enquanto 0s
micronutrientes séo o boro (B), cloro (ClI), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn),
molibdénio (Mo) e zinco (Zn); além da necessidade de carbono (C), hidrogénio
(H) e oxigénio (O) (CARRIJO et al., 2004). O teor de matéria organica do solo
também é crucial para fertilidade, fornecendo além de nutrientes essenciais para
a planta, uma melhoria na capacidade de reter 4gua e aeracdo do mesmo
(PARIKH, 2012).



Além dos beneficios nutricionais fornecidos ao solo através de adubacéo
mineral e organica, vale ressaltar também a importancia dos micro-organismos
no solo, uma vez que do ponto de vista agrondmico, eles auxiliam na
manutencdo do equilibrio do solo, controle de micro-organismos patogénicos,
disponibilizando nutrientes, decompondo matéria organica e/ou produzindo
compostos uteis (CARRIJO et al., 2004; GOMIERO; PIMENTEL; PAOLETTI,
2011). H4& uma elevada diversidade de arqueias, bactérias e fungos auxiliando
nos processos de ciclagem de nutrientes e 0S mesmos possuem grande
potencial como indicadores da qualidade do solo por estarem intimamente
associados aos processos ecologicos (VAL-MORAES et al, 2011;
FIGUEIREDO, 2015). Como exemplo, dentre 0S micro-organismos mais
estudados em agricultura ha os do género Rhizobium, que realizam o processo
de fixacdo de nitrogénio em leguminosas (CASTELLANE; LEMOS, 2007; DE
SOUZA et al., 2012).

Pode-se citar também a bactéria ndo-patogénica Bacillus megaterium,
gue vem sendo utilizada industrialmente por volta de 50 anos, pois possui uma
elevada capacidade de produzir exoenzimas muito Uteis para industria
farmacéutica e também agroindustria (VARY et al., 2007; EPPINGER et al.,
2011). Ha também as bactérias solubilizadoras de fosfato, no qual promovem a
disponibilizacdo de fosfato para as plantas, e consequentemente auxiliam no
crescimento das mesmas (POONGUZHALI; MADHAIYAN; SA, 2008). Em um
estudo realizado por RODRIGUEZ et al. (2007), a inoculagdo do solo com
bactérias solubilizadoras de fosfato demonstrou uma melhor absorcéo do fésforo
pelas plantas, devido a producdo bacteriana de enzima extracelular e/ou
exsudacdao de acidos organicos que contribuem para a solubilizacao de fésforo

e para a estimulacao do crescimento dos vegetais.

2.2 Aspectos fisicos, quimicos e microbiolégicos da dgua paraaagricultura

Na sociedade, a 4gua tem uma importancia Unica na vida de todos os
organismos, sejam eles procariéticos ou eucariéticos. Quase toda agua do

planeta esta concentrada nos oceanos, e, uma pequena fracao esta disponivel
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ao homem e a todos os outros organismos, portanto, é importante preservar e
cuidar da qualidade dos ecossistemas aquaticos.

A agricultura € uma das atividades social e econémica que se tornou
indispensavel para a humanidade. Devido a isso, a utilizacdo de agua para fins
de irrigacdo tornou-se uma prioridade, o que acarretou o desenvolvimento de
praticas agricolas proximas a rios, lagos e corregos (CARVALHO; SCHLITTLER;
TORNISIELO, 2000). A irrigacéo representa 0 uso mais intenso dos recursos
hidricos, sendo responsavel por aproximadamente 70% do consumo de agua
doce do mundo (BRAGA et al., 2005).

Um dos principais usos da agua é a irrigacao, e isso requer que a agua
esteja isenta de patdgenos, substancias téxicas e ndo possua excesso de
nutrientes nitrogenados e fosfatados, principalmente (BRAGA et al., 2005;
ESTEVES, 2011). A qualidade da agua €, portanto, essencial para se obter éxito
em sistemas irrigados, por isso ha necessidade de monitoramento e avaliacdo
da qualidade da agua utilizada para tal uso, afim de se evitar problemas de
contaminacdo dos alimentos irrigados e consequentemente da populacéo
consumidora (SETTI et al., 2001; BRAGA et al., 2005).

Na agricultura, um dos aspectos mais importantes da producdo de
hortalicas é a qualidade do alimento produzido, estando isso, intrinsecamente
relacionado com a agua utilizada nas irrigacdes, que uma vez fora dos padrdes
compromete o alimento produzido, danifica o sistema de irrigacdo, além de
impactar negativamente o ambiente (DAHAN et al., 2014; DE MESQUITA et al.,
2015; CANTU et al., 2016). De modo geral, em horticultura, a deficiéncia de 4gua
€ normalmente, o fator mais limitante na obtencéo de produtividades elevadas e
produtos de boa qualidade, entretanto o excesso também é prejudicial; uma vez
que as hortalicas possuem seu desenvolvimento intensamente influenciado
pelas condicbes de umidade do solo (MAROQUELLI; SILVA; DA SILVA, 1996).

Em se tratando dos parametros fisicos e quimicos de qualidade de agua
doce, as variaveis fisicas cor, solidos, temperatura, transparéncia e turbidez e as
variaveis quimicas cloreto (CI), oxigénio dissolvido (OD), potencial de oxidag&o-
reducao, solidos totais dissolvidos, fosforo total, ortofosfato soltvel, nitrato (NOs
), nitrito (NO2"), nitrogénio amoniacal (amonia e amonio), condutividade elétrica,
pH, demanda quimica de oxigénio (DQO) e metais (Cu, Zn, Cr, Cd, Ni, Pb, por

exemplo) sdo as medidas mensuraveis para se obter padrdes de qualidade
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(CONAMA 357/2005, 2005). Em razédo dessas variaveis, principalmente das
quimicas, é possivel determinar o grau de contaminagdo, caracterizar 0s picos
de concentracdo dos efluentes toxicos e avaliar simultaneamente o equilibrio
bioquimico necessario a manutencdo da vida aquatica (BRAGA et al., 2005;
CELICO, 2015).

Além disso, vale ressaltar também a importancia do monitoramento e
controle da qualidade de agua no que diz respeito & questdo microbiolégica, uma
vez que pode haver o carreamento de patégenos através dos recursos hidricos.
Dentre esses micro-organismos os coliformes fecais podem estar presentes e 0s
mesmos apresentam 0S mais graves riscos para a saude humana e animal,
podendo causar inclusive problemas respiratérios (NEWTON et al., 2013). Um
dos indicadores usualmente utilizados para se detectar contaminacao fecal é a
presenca da bactéria Escherichia coli (FIELD; SAMADPOUR, 2007). Entretanto
nos ecossistemas ha inimeras maneiras de contaminacgdao fecal e a utilizacao de
métodos baseados em cultivo ndo conseguem discriminar entre as diferentes
fontes possiveis, dificultando assim as decisdes de direcionar esforcos no ambito
de controle da poluicdo e mesmo avaliar quais os riscos do ambiente para saude
humana e animal (NEWTON et al., 2013; HUANG et al., 2014). Porém devido ao
custo de implementacdo de novos métodos mais precisos de deteccdo de
patébgenos, atualmente a presenca de coliformes totais e E. coli sdo os
indicativos microbioldgicos mais utilizados e propostos para analise de qualidade
de agua.

Em condic¢des fisicas e quimicas apropriadas no ambiente aquéatico, uma
cadeia alimentar composta por organismos produtores, consumidores de varias
ordens e decompositores irdo surgir. E com isso, além do papel desempenhado
por esses organismos no meio aquatico, eles também sdo importantes como
fonte de alimento para o0 homem, por sua atuacao na recuperacao da qualidade
das aguas poluidas e pela introdugéo e retirada de gases presentes na atmosfera
e na hidrosfera. Além de contribuirem com a ocorréncia de uma série de doencas
(BRAGA et al., 2005)

Os micro-organismos presentes na agua possuem importante interacéo
na cadeia alimentar, envolvidos diretamente com o processo chamado alca
microbiana (microbial loop), no qual foi descrito por AZAM et al. (1983). A alca

microbiana é o fluxo de carbono que passa pela teia tr6fica microbiana em que
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o carbono organico dissolvido € agregado a niveis tréficos superiores através da
sua incorporacdo na biomassa bacteriana que subsidia a cadeia alimentar
cladssica formada pelo fitoplancton-zooplancton-peixe. A conexao trofica entre
bactérias e a cadeia trofica classica ocorre por intermédio de nanoflagelados,
ciliados e outros membros do microplancton, que se alimentam de picoplancton
(plancton < 3 um geralmente formado por bactérias heterotréficas e pequenas
cianobactérias). Estes consumidores sdo por sua vez depredados por
zooplancton maior, que permite uma transferéncia de energia da teia alimentar
microbiana na cadeia alimentar classica. Deste modo, os diferentes
compartimentos da teia tréfica microbiana sé@o integrados na al¢ca microbiana.
Ainda de acordo com os autores, uma importante consequéncia desse processo,
decorre da habilidade das bactérias absorverem os nutrientes contidos na agua,
ocorrendo uma rapida reciclagem desses nutrientes no meio (AZAM et al., 1983).
De acordo com FENCHEL (2008), o principal efeito da alca microbiana sobre a
ciclagem dos elementos na coluna de 4gua é que ele acelera a mineralizacdo e
entdo regenera a producdo em sistemas limitados de nutrientes, portanto, o
processo predomina em sistemas oligotréficos.

Com isso percebe-se a importancia dos micro-organismos na manutencao
dos sistemas aquaticos. Uma vez que para o ambiente estar em equilibrio e a
microbiota la presente desempenhar seu papel no fluxo de energia e degradacao
de compostos, 0s micro-organismos devem estar agindo de forma conjunta.
Entretanto além das alteracdes naturais do ambiente, sabe-se da interferéncia
antropogénica nos sistemas aquaticos causando assim uma mudanca maior no
microbioma devido alteracfes na concentracdo de nutrientes (ELSER et al.,
2007; MENEGHINE et al., 2015; NEWTON; MCLELLAN, 2015), por exemplo,
causando assim certos danos no equilibrio natural. Como outro exemplo pode-
se citar a questdo dos ciclos biogeoquimicos, onde se sabe que o sistema de
interacdo de reacbes biogeoquimicas € altamente complexo, pobremente
caracterizado e é mediado por varios micro-organismos ainda ndo conhecidos,
entretanto ha também o fato que os ciclos estdo altamente susceptiveis a
perturbacdo humana (MADSEN, 2011).

Dentre as alteracbes antropogénicas que podem ocorrer nos sistemas
aquaticos esta a eutrofizacdo. A eutrofizacdo que também € um processo

considerado natural que pode levar anos para ocorrer, entretanto esse processo
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ocorre de maneira mais rapida devido a acéo antropogénica (ESTEVES, 2011).
Algumas das maiores causas da eutrofizacdo sdo devido ao descarte de
efluentes comerciais, industriais e agricolas nos sistemas aquaticos, podendo-
se citar também efluentes de sistemas de criacdo de organismos aquaticos
(TANG et al., 2009; MACEDO; SIPAUBA- TAVARARES, 2010; TAVARES;
SANTEIRO, 2013).

2.3 Ciclos biogeoquimicos

Biogeoquimica é a disciplina que se empenha para entender processos
complexos, geralmente realizados por micro-organismos, que transformam e
reciclam tanto substancias organicas quanto inorganicas em solos, sedimentos
e dguas (MADSEN, 2011). Esses processos séo catalisados em sua maioria por
bactérias e arqueias, e mantém a biosfera em equilibrio (MADSEN, 2011; LEVY-
BOOTH; PRESCOTT; GRAYSTON, 2014).

Os micro-organismos sdo fundamentais para diversas funcdes em todos
0S ecossistemas existentes. Eles estdo diretamente relacionados com o
equilibrio do ambiente estudado, e consequentemente se ha alteracdo da
diversidade microbiana ha uma direta perturbacdo no ambiente, afetando
diversas fungbes extremamente importantes, como por exemplo, os ciclos do
carbono, nitrogénio, enxofre e fésforo.

O carbono € o elemento central de todas as moléculas organicas, sendo,
portanto, um dos elementos mais abundantes na natureza. De maneira geral, o
ciclo do carbono ocorre por meio de todos 0s principais reservatorios de carbono
da Terra, desde a atmosfera em si até a biomassa. O maior reservatério de
carbono encontra-se nos sedimentos e rochas da crosta terrestre, contudo, o
tempo necessario para sua reciclagem é tao longo que sua transferéncia desse
compartimento € relativamente insignificante em uma escala humana
(MADIGAN et al., 2010). O mecanismo mais rapido de transferéncia global do
carbono ocorre por intermédio do CO2 atmosférico, que é removido da atmosfera
principalmente pela fotossintese das plantas terrestres e micro-organismos
marinhos, sendo devolvido a atmosfera por meio da respiracdo de animais e
micro-organismos quimiorganotroficos (ADUAN; VILELA; REIS JUNIOR, 2004).
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A contribuicdo mais importante do CO2 para a atmosfera € a decomposi¢ao
microbiana da matéria organica morta.

Outro elemento de grande importancia e abundéancia na atmosfera é o
nitrogénio (N). Este elemento é essencial em todos os tecidos vivos, uma vez
que é constituinte de aminoacidos, bases nitrogenadas, hormonios, cofatores,
pigmentos, dentre outros (ADUAN; VILELA; REIS JUNIOR, 2004; NELSON;
COX, 2014). Além disso, o0 nitrogénio € um dos mais importantes elementos
limitantes da produtividade do ambiente na grande maioria dos ecossistemas
terrestres, marinhos e de agua doce (HOWARTH et al., 1988; DODDS et al.,
2004; ELSER et al., 2007). Como ja mencionado na literatura por varios
pesquisadores, a fixacdo bioldgica de nitrogénio é essencial para a vida, sendo
um dos processos mais importantes na Terra, ja que o N2 atmosférico inerte &
reduzido para amdnia biodisponivel (JOHNSTON; LI; OGILVIE, 2005; MADSEN,
2011; ANDREOTE et al., 2012; BELLENGER et al., 2014). Atualmente, sabe-se
gue esse processo € catalisado por pelo menos trés nitrogenases (nifHDK)
geneticamente distintas mas relacionadas em sua evolucdo (RUBIO; LUDDEN,
2008; BOYD; HAMILTON; PETERS, 2011). Na tabela 1, estdo sumarizadas as
principais etapas do processo do ciclo de nitrogénio e também exemplos de

micro-organismos que dele participam.
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nitrogénio-carbono

(NELSON; COX, 2014).
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O fosforo (P) é outro elemento considerado essencial e indispensavel para
0S seres Vivos, uma vez que é constituinte de acidos nucleicos (DNA e RNA),
ocorre nos fosfolipideos de membranas celulares e ATP. O ciclo global do P é
peculiar entre os grandes ciclos biogeoquimicos, uma vez que esse elemento
nao produz, em nenhum momento, qualquer substancia volatil em quantidades
relevantes (ADUAN; VILELA; REIS JUNIOR, 2004). Entretanto, juntamente com
0 nitrogénio, o fosforo acaba sendo outro dos mais importantes elementos
limitantes da produtividade nos ambientes na grande maioria dos ecossistemas
marinhos e de agua doce. Em excesso o fosforo e o nitrogénio levam a
eutrofizacdo de varios ecossistemas aquaticos, com consequente perda na
producédo, e um longo periodo de tempo para gerenciar possiveis métodos de
recuperacdo da area degradada (FILIPPELLI, 2008; MACEDO; SIPAUBA-
TAVARARES, 2010; TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI, 2013).

Alteragdes no ciclo do fésforo foram ocorrendo com o passar dos anos,
onde no passado, a maior parte do fosforo era oriunda apenas do intemperismo
de minerais a base de fosfato de calcio; havendo também redistribuicdo do
fésforo através das eras glaciais, resultando na quantidade de fosforo reativo nos
niveis do mar (ADUAN; VILELA; REIS JUNIOR, 2004; FILIPPELLI, 2008).
Entretanto, de maneira geral, em ambientes agricolas a maior parte do fosforo
esté limitada quando se compara com outros nutrientes, com isso ha um grande
uso de fertilizantes fosforados. Devido a isso, ha atualmente o chamado novo
ciclo do fosforo terrestre, pois € dominado pela agricultura e atividade humana,
0 que tem dobrado a carga de fésforo nos ambientes, principalmente lagos e
areas costeiras, devido ao uso de fertilizantes, desflorestamento e erosdo de
solos, e fontes de esgoto domeéstico; ocasionando assim eutrofizacdo dos
ecossistemas em questao (FILIPPELLI, 2008).

Contudo, apesar da fertilizacédo do fosforo com diferentes tipos de adubos,
iSso ndo garante que o elemento sera realmente aproveitado pelos vegetais, pois
muitos deles se precipitam em formas insoluveis, dependendo da acidez do solo;
havendo também a competicéo do fésforo pelos micro-organismos e ndo apenas
os vegetais (GYANESHWAR et al., 2002). Porém, apesar da competicdo por
fésforo pelas bactérias, existem algumas espécies que sao capazes de melhorar
a disponibilidade do nutriente, causando a mobilizacdo do fosfato insolavel no

solo, e aumentando assim o0 crescimento da planta em solos com baixa
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disponibilidade de fosforo (TRIPURA; SASHIDHAR; PODILE, 2007; BANERJEE
et al., 2010). Com isso, a inoculagdo do solo com bactérias solubilizadoras de
fosfato mostra melhor absorcdo do fosforo pelas plantas, devido a producao
bacteriana de enzima extracelular e exsudacdo de acidos organicos com
possivel estimulacdo do crescimento da planta (RODRIGUEZ et al., 2007;
SACCO, 2013).

O enxofre (S) é um elemento essencial para a vida, € encontrado em
vitaminas e como componente dos aminoacidos cisteina e metionina. O
metabolismo de compostos organicos de enxofre, possui, portanto, funcao
importante no ciclo global do enxofre. Assim como acontece com 0S outros
elementos, o enxofre sofre transformacgdes pela acdo dos micro-organismos e as
mesmas sado ainda mais complexas do que aquelas do nitrogénio, devido a
variedade de estados de oxidacdo do enxofre e pelo fato de varias
transformacdes do enxofre ocorrer abioticamente (Figura 2) (MADIGAN et al.,
2010; MADSEN, 2011).

LEGENDA

SO; o H.S Dissimilagao
Emissao de Assimilacao
enxofre volati [l Oxidacao
Queima de Re racio
combustiveis espiracao
i anaerobica
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!
i
B
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e ba}e’nas micro-organismos (dissimilagao)

grupos sulfidrila

SH das proteinas Bactérias purpuras

e verdes
Enxofre elementar

Thiobacillus

Figura 2. Esquema dos processos bioquimicos envolvidos no ciclo do enxofre.
Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE (2012).

O enxofre ocorre em varios estados de oxidacao, possuindo -2 (sulfito e
enxofre organico reduzido), 0 (enxofre elementar, S° e +6 (sulfato) sendo este
altimo o mais encontrado na natureza. Especialmente as bactérias redutoras de
sulfato e as bactérias oxidantes de sulfito tem um importante papel nas

configuragdes do meio ambiente e também na industria. Uma vez que, em alguns
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casos a atividade dessas bactérias causam seérios problemas ambientais ou
industriais, sob grande cuidado e condi¢des controlaveis podem resolver outros
problemas das mesmas éareas citadas, especialmente os relacionados as
industrias de petrdleo e mineradoras (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009).
Atualmente, o uso de bactérias acidofilicas, quimiolitotréficas capazes de oxidar
ferro e enxofre em processos industriais para recuperagao de metais em minas
contendo Cu, Au and U esta bem estabelecido biotecnologicamente com
vantagens distintas sobre mineracéo tradicional; ha um consorcio de diferentes
micro-organismos (como por exemplo, Acidithiobacillus ferrooxidans, A.
thiooxidans) participando das reacdes de oxidacao que resultam na extracdo dos
metais dissolvidos do minério (VALENZUELA et al., 2006; CIFTCI; AKCIL, 2013).

De modo geral, as bactérias oxidantes de enxofre e sulfeto produzem
sulfato, enquanto as bactérias redutoras de sulfato consomem o sulfato,
produzindo sulfeto de hidrogénio. Devido ao fato de o sulfeto ser toxico e também
reagir com varios metais, a reducao do sulfato € um importante processo
biogeoquimico (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009; MADIGAN et al., 2010).
Dessa maneira tem-se que a reducao bioldgica do sulfato pode ser assimilatoria,
onde o sulfato reduzido sera incorporado pelos micro-organismos como fonte de
nutriente, sendo o enxofre utilizado na biossintese de biomoléculas; e
dissimilatoria, onde sob condi¢c6es anaerdbias 0os micro-organismos utilizam o
sulfato como aceptor final de elétrons no sistema de transporte de elétrons
(BARRIE JOHNSON; HALLBERG, 2009).

2.4 Exopolissacarideos bacterianos

Os polissacarideos microbianos tém recebido consideravel atencao
devido ao seu potencial de uso em uma ampla variedade de areas industriais
(como industrias farmacéuticas, cosméticos, alimentos) e também ambiental
(recuperacao/adsorcdo de metais, recuperacdo de Oleos), podendo ser
aplicados como emulsificantes, estabilizantes, geleificantes, lubrificantes ou
biofilmes (SUTHERLAND, 1999; SHAH et al., 2008; SATPUTE et al., 2010;
CASTELLANE; LEMOS; LEMOS, 2014). Dentre eles, destacam-se o0s

exopolissacarideos (EPS).
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Os EPS séao polissacarideos, sendo constituintes normais de todas as
células microbianas, incluindo as bactérias, leveduras e fungos. Este biopolimero
€ uma goma hidrossolivel que possui propriedades fisicas, estruturais e
quimicas diferentes (SUTHERLAND, 2001). Eles sdo metabdlitos secundarios
produzidos durante a fase estacionaria do crescimento microbiano, podendo ser
homopolimeros ou heteropolimeros que geralmente sdo caracteristicos de
grupos de micro-organismos (SUTHERLAND, 1999).

Tanto organismos eucarioticos como procariotos produzem grupos de
EPS representativos, variando nas concentracdes e natureza das moléculas,
mas bactérias produzem uma diversidade maior de moléculas e também,
geralmente, quantidades maiores que 10g L™ (DONOT et al., 2012).

Ha um grande numero de bactérias conhecidas que produzem
guantidades abundantes de EPS, como Xanthomonas, Erwinia, Rhizobium,
Beijerinkia e Azotobacter (VERMANI; KELKAR; KAMAT, 1995; CASTELLANE et
al., 2015; SACCO et al., 2015). Porém, a maioria é patogénica, dificultando as
vezes 0 processo de manipulacdo das mesmas devido a normas de
biosseguranca.

Os exopolissacarideos de Xanthomonas campestris (xantana),
Sphingomonas paucimobilis e Pseudomonas elodea (gelana) e Acetobacter
xylinum (celulose) estdo sendo comercializados (SUTHERLAND, 2001). Dos
polimeros de origem bacteriana, a goma xantana tem sido a mais estudada, uma
vez que seu uso em alimentos foi permitido pela FDA (“Food and Drug
Administration”), desde julho de 1969.

Outro tipo de EPS bem estudado sdo aqueles do género Rhizobium
(CASTELLANE et al., 2015; MORETTO et al., 2015), os mesmos sintetizam
grandes quantidades de polissacarideos extracelulares, gastando mais de 70%
de sua energia na producdo (GONZALEZ; REUHS; WALKER, 1996).

Com relacdo a biossintese de EPS, ha relatos extensivos sobre estudos
genéticos com a bactéria Sinorhizobium meliloti, onde conseguiu-se identificar
diversos reguladores da sintese de dois tipos de biopolimeros (EPS | e EPS 1)
por ele produzido, dessa maneira, atualmente, conhece-se bem a biossintese
dos nucleotideos de agucar e montagem das unidades repetitivas (MOREIRA et
al.,, 2000; SKORUPSKA et al.,, 2006). Entretanto, os passos finais da sua

biossintese ainda ndo estdo muito bem caracterizados. Além disso, produtos de
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genes homoldgos envolvidos na regulacéo da sintese de EPS de outras espécies
microbianas também tém sido identificados (SKORUPSKA et al., 2006). Como
exemplo, pode-se citar que a levana, pululana, curdlana e xantana s&o os
principais EPS conhecidos, e sdo obtidos através das bactérias Zymonas mobilis
e Bacillus sp., Aureobasidium pullulans, Aureobasidium pullulans e Alcaligenes
faecalis, Xanthomonas campestris, respectivamente. As vias biossintéticas
desses quatro EPS citados, bem como os fatores que influenciam estas vias, séo
representativas dos mecanismos de producdo microbiana dos EPS (DONOT et
al., 2012).

Referéncias relativas a genética da biossintese de EPS sao diferentes e,
geralmente, referem-se a um produto especifico ou uma produgédo de um micro-
organismo especifico. As cepas microbianas ndo costumam produzir
substancias puras, mas muitas vezes produzem uma mistura de polimeros cuja
sintese envolve vérios grupos de genes (VAN KRANENBURG et al., 1999; HAY
etal., 2010; DONOT et al., 2012). No caso do alginato, ha 24 genes identificados
em Pseudomonas aeruginosa envolvidos na producdo (HAY et al., 2010). Na
biossintese de succinoglicano a partir de espécies de Rhizobium h& cerca de 30
genes envolvidos, no caso, 0 mecanismo genético deste EPS é o mais estudado
(SUTHERLAND, 2001).

Recentemente, muitos polimeros microbianos, como os EPS, tém sido
usados como bioemulsificantes devido sua habilidade de estabilizar emulsdes
entre dgua e compostos hidrofébicos (FREITAS et al.,, 2009). Moléculas
bioemulsificantes tem recebido maior atencdo na comunidade cientifica por
causa de suas vantagens sob compostos sintéticos, como baixa toxicidade, alta
biodegradabilidade, melhor compatibilidade ambiental, aumento de espuma,
seletividade, alta atividade especifica em temperaturas extremas, pH e
salinidade (ABOUSEOUD et al., 2008). Devido as caracteristicas dos EPS e
também importancia dos bioemulsificantes, estes sdo adequados para varias
aplicacbes relacionadas ao meio ambiente, como por exemplo, auxilio na
biodegradacao e bioemulsificacdo de hidrocarbonetos, agentes gelificantes,
estabilizantes (ABOUSEOUD et al., 2008; MNIF; GHRIBI, 2015).

Porém apesar da grande aplicacdo dos EPS no setor alimenticio,
agroindustria e ambiental, em muitos casos, 0s genes envolvidos nas etapas de

biossintese ainda ndo sdo muito bem conhecidos. Isso porque ha diferentes
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genes responsaveis pela biossintese de EPS nos diferentes micro-organismos
conhecidos. Percebendo-se assim a importancia de se voltar estudos iniciais de

prospeccao voltados a esses produtos.

2.5 Metagen6mica

Em se tratando de ecologia microbiana, um dos pontos limitantes da
microbiologia classica € o isolamento dos micro-organismos, uma vez que nao
se conhece um meio de cultura universal contendo todos os fatores requeridos
pela maioria dos micro-organismos existentes no ambiente (HANDELSMAN,
2004). Além disso, como é conhecido em microbiologia classica, consegue-se
isolar em placas apenas em torno de 1% do total de micro-organismos presentes
no ambiente. Com isso, o estudo da real biodiversidade de bactérias em
determinado ambiente se torna impossivel de se obter. Entretanto com o avanco
da microbiologia, genética e biologia molecular, novas técnicas de analise foram
surgindo, como a metagendmica, e assim estudos em ecologia microbiana
tiveram um grande avancgo, tanto na compreensao da biodiversidade e como no
conhecimento dos processos microbianos dos ambientes (THOMAS, GILBERT,
MEYER, 2012).

A metagendmica foi desenvolvida com o intuito de auxiliar os métodos de
microbiologia classica a entender melhor a diversidade de micro-organismos nos
ambientes, uma vez que ha evidéncias de que a grande maioria dos micro-
organismos presentes no planeta Terra ndo séo cultivaveis (HANDELSMAN,
2004). Essa técnica oferece um caminho para acessar de forma mais completa
a diversidade de micro-organismos presentes do ambiente em analise,
permitindo executar estudos de gendmica funcional dos membros de sua
microbiota, sem a necessidade do cultivo de micro-organismos.

Atualmente, com o desenvolvimento das novas tecnologias de
sequenciamento de DNA (BUERMANS; DEN DUNNEN, 2014; ROTHBERG et
al., 2011), estudos metagendmicos tem se tornado chave no entendimento da
microbiota dos ambientes e também a funcdo dos micro-organismos no local de
estudo. Através dessas novas tecnologias de sequenciamento ha a geracao de

uma grande quantidade de dados em um curto espago de tempo (THOMAS;
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GILBERT; MEYER, 2012). Desse modo, a metagendmica € uma abordagem
promissora que além de permitir estudos da diversidade microbiol6gica de um
ambiente sem o isolamento desses (MENDES et al., 2014; SCHREIER;
MIRZOYAN; SAITO, 2010), ainda permite acessar 0 genoma desses organismos
incultivaveis, oferecendo a oportunidade de recuperacdo de genes
desconhecidos que estdo diretamente envolvidos na biossintese de inimeros
compostos ou envolvidos na degradacédo de xenobiéticos (MARTINS et al., 2013;
MIRETE; MORGANTE; GONZALEZ-PASTOR, 2016). Desse modo a descoberta
ou o isolamento de diversos genes pode auxiliar no desenvolvimento de diversos
produtos na area biotecnoldgica envolvidos na sustentabilidade do planeta.

Com as abordagens genOmicas uma mudanca sobre a perspectiva
microbiana envolvendo estrutura, funcdo e ecologia tem se revelado
extremamente importante. Através das tecnologias de sequenciamento de nova
geracgao (lllumina, lon Proton, lon Torrent, Nanopore, por exemplo) aliadas com
ferramentas de bioinformatica e estatistica para analise das sequencias de DNA,
atualmente se consegue obter caracterizacbes de populacbes microbianas
diretamente de qualquer amostra ambiental. SGo exemplos, composto organico
(MARTINS et al., 2013), solo sob diferentes cultivos e manejos (MENDES et al.,
2014; NIELSEN et al., 2014), algas marinhas (ZOZAYA-VALDES; ROTH-
SCHULZE; THOMAS, 2016) e agua doce (EILER; BERTILSSON, 2004; GHAI et
al., 2011).

De acordo com o exposto vale ressaltar a metagendmica como importante
ferramenta na compreensao das comunidades microbianas, desde o estudo da
biodiversidade e caracteristicas funcionais até a prospeccdo de genes de
interesse biotecnoldgico. Contudo, no Brasil, estudos metagendmicos em
ecossistemas de agua doce sdo escassos e com isso ha um gap de informacdes
sobre a comunidade microbiana brasileira em diferentes habitats, possuindo

informagdes em sua grande maioria apenas sobre solos.
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Resumo

Comunidades microbianas possuem um papel importante nos ciclos
biogeoquimicos, uma vez que participam na decomposicdo de residuos e
reciclagem de nutrientes essenciais para todos os organismos. Em areas
agricolas, os micro-organismos tem uma importante funcao auxiliando em varios
processos bioldgicos, como é o exemplo dos ciclos biogeoquimicos. Além disso,
a utilizacdo de composto organico em areas agricolas, também auxilia na
melhora da qualidade do solo, fazendo com que haja um aumento da carga de
nutrientes essenciais no ambiente aumentando assim a produtividade. Neste
estudo, através de uma abordagem metagenémica, investigou-se a taxonomia e
perfil funcional entre amostras de solo de uma horta e da agua doce utilizada
para irrigacdo localizados na mesma éarea agricola da fazenda da Fundacédo
Parque Zoolégico de Sao Paulo. Escolheu-se este local, porgue no solo da horta
vem sendo utilizado um composto organico atipico feito a partir de varios
residuos vegetais e animais, incluindo carcaca animal. A anélise taxonémica
revelou dominéancia de bactérias pertencentes ao género Bacillus nas amostras
de solo e Polynucleobacter nas amostras de agua. A analise estatistica da
comparacao da abundancia relativa dos taxons analisados entre as amostras de
solo e agua mostrou significancia (p-valor < 0,05), demonstrando proporc¢des
taxondmicas especificas dos grupos em cada amostra analisada. Com relacao
a analise funcional do metabolismo de nitrogénio, enxofre e fésforo detectaram-
se vias metabdlicas incompletas, entretanto observou-se grandes valores de

abundéncia relativa de genes pertencentes a cada um dos ciclos
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biogeoquimicos, como norB, cysD e appA. A partir de uma analise exploratdria
dos dados utilizando agrupamento hierarquico da composi¢éo do perfil funcional
baseado no Kegg Orthology, sugeriu-se que a agua utilizada para irrigacao
exerce maior influéncia no solo do que o composto organico utilizado. De acordo
com os resultados apresentados neste primeiro estudo na area, tanto o solo da
horta quanto a agua utilizada para irrigacdo mostraram diversidade bacteriana
comumente encontrada em varias outras areas agricolas. Ressaltando que,
aparentemente a agua usada no processo de irrigacdo do solo possui maior
influéncia nos aspectos funcionais do mesmo.

Keywords: Ciclos biogeoquimicos, diversidade bacteriana, norB.

Introducéo

Comunidades microbianas sédo diversas e complexas, desempenhando
um importante papel na decomposicao de residuos e ciclagem de nutrientes. O
conhecimento dos ciclos biogeoquimicos e dos micro-organismos que participam
dos ciclos, sdo importantes na compreensdo ecolégica da reciclagem de
nutrientes nos ambientes e também de como eles mantém a biosfera (MADSEN,
2011). E com isso, através de técnicas de metagendmica é possivel acessar
grande parte da informacdo necessaria para se conhecer quais 0s genes e
organismos habitam o ecossistema em estudo e assim desvendar como 0s
processos biogeoquimicos ocorrem no local.

Nos dias atuais, abordagens metagen6micas tem sido utilizada para
descrever e entender a diversidade taxon6mica e funcional de varios ambientes,
como sedimento, composto organico, solos de agricultura e agua de rios,
oceanos entre outros (ANDREOTE et al., 2012; MARTINS et al., 2013; MENDES
et al., 2014). Essas técnicas tornaram-se importantes em ecologia microbiana na
compreensao de como 0s micro-organismos interagem e também para investigar
possiveis alteracdes ambientais causadas, por exemplo, através de influéncias
antropogénicas (NEWTON; MCLELLAN, 2015; CHAVEZ-ROMERO et al., 2016).

Em éareas agricolas, ha uma intensa atividade antropogénica juntamente
com mudancgas climéaticas. Com isso, ocorre uma busca para melhorar a
qualidade e produtividade do solo, sendo estes exemplos apenas dois entre
tantos (SCOTTI et al., 2016; YE et al., 2016). A aplicacao de diferentes tipos de
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composto organico, tem se mostrado um sucesso em varios casos na melhora
da qualidade do solo. Através de alguns estudos, foi possivel entender como o
composto organico € um processo eficiente, econdmico e importante para
estabilizacao e reciclagem de residuos de biomassa na agricultura (MARTINS et
al., 2013; MEDINA et al., 2015; SCOTTI et al., 2016). Para compostagem, muitos
residuos de biomassa podem ser utilizados, como vegetais, esterco animal, lodo
de esgoto tratado (ZHANG et al., 2008; WEI et al., 2015; HAMM et al., 2016).
Entretanto, até hoje, ha poucos estudos relatando a composi¢cdo microbiana em
areas fertilizadas com composto organico feito a partir de residuos vegetais e
animais, incluindo aqueles que utilizam carcaga animal. De modo geral, o
processo de compostagem utilizando carcagas permite a decomposi¢cao por
meio de micro-organismos termofilicos que aquecem a pilha, o que mata a
maioria dos micro-organismos patogénicos e digere o tecidos das carcacgas sob
condi¢gBes predominantemente aerdbias (KALBASI-ASHTARI et al., 2005).

E importante também observar a qualidade da agua utilizada para fins de
irrigacdo, uma vez que se a mesma estiver poluida ou com alta concentracéo de
nutrientes pode haver um efeito negativo no ambiente além de prejudicar o
alimento produzido na area (DAHAN et al., 2014). A partir dessas observacoes,
fica claro que o conjunto de varidveis como aplicacdo de composto organico ou
fertilizacdo mineral, e a agua utilizada para irrigar culturas sdo importantes
fatores para manter a qualidade e produtividade do solo. Além disso, é evidente
gue a agricultura sustenta e define nosso estilo vida, mas muitas vezes causa
danos a ambientes naturais (PARIKH, 2012).

Embora existam muitos estudos referente as diferencas sobre a
comunidade microbiana, aspectos funcionais e qualidade do solo sob diferentes
tipos de composto organico sendo desenvolvidos (SUL et al., 2013; NIELSEN et
al., 2014; HAMM et al., 2016; YE et al., 2016). H4 uma escassez de estudos
sobre a mesma informacdo com relacdo a agua proveniente de rios, corregos,
lagos, entre outros. De acordo com nosso conhecimento, hd também poucos
estudos sobre os aspectos taxonémicos e funcionais relativos a ambientes sob
fertilizacdo orgéanica com adubo organico feito a partir de residuos vegetais,

esterco e carcaga animal em areas agricolas.
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Neste trabalho, investigou-se o microbioma e o perfil funcional do solo de
uma horta e agua utilizada para sua irrigacdo, localizada na mesma area
agricola, localizada na fazenda da Fundacdo Parque Zooldgico de Sao Paulo
(FPZSP). Partiu-se do principio de que o solo da horta, estava tendo seu
microbioma influenciado devido a fertilizacdo com adubo organico e também
irrigacdo com a agua oriunda do cérrego que corta a fazenda. Este é o primeiro
estudo na &rea, e o0 que guiou o interesse em exploré-la foi a informacéo de como
a fertilizacdo vem sendo aplicada nos ultimos 10 anos: a area de estudo vem
sendo fertilizada com um composto organico feito com residuos vegetais e
animais (esterco e carcacga). Neste contexto, realizaram-se analises da diferenca
na abundancia relativa referente a taxonomia e perfil funcional desta area ainda

inexplorada.

Material e métodos

Caracterizacao da area de estudo e amostragem

O estudo foi realizado na fazenda da Fundacao Parque Zoologico de Séo
Paulo (FPZSP), localizado em Aracoiaba da Serra — Sao Paulo. Desde 2005, a
fazenda aplica um composto organico no solo feito com varios residuos vegetais
e animais, incluindo carcaca de pequenos e grandes animais do préprio
zoolégico (MARTINS et al., 2013). O composto orgéanico € aplicado a uma taxa
de 200 t ha! ap6s o preparo do solo na area agricola que produz vegetais para
alimentar os animais do FPZSP. Além disso, fertilizantes minerais (superfosfato,
potassio, borax e sulfato de aménio) também sao aplicados no solo da horta,
com a proposta de fornecer nutrientes especificos para o solo dependendo da
cultura a ser plantada.

A irrigacdo do solo ocorre utilizando-se a agua do cérrego que corta a
fazenda que é denominado Ribeirdo do Lajeado e esta localizado a 30 m da area
da horta. O corrego possui uma elevagdo média de 637m e pertence a bacia do
rio Sorocaba e Médio Tiéte. Esse corrego esta sob influéncia de atividades
agricolas realizadas na fazenda do zoolégico, e também de outras propriedades

rurais ao redor do corrego.
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A amostragem foi realizada em setembro de 2014, um periodo com
temperatura média de 22°C e precipitagdo de 12 mm
(http://mwww.inmet.gov.br/portal/). Neste periodo, a estacdo foi caracterizada
como seca, mas dois dias antes da coleta de amostras, ocorreu uma leve chuva
na regido, e trés dias antes da coleta houve aplicacéo de fertilizantes minerais
no solo da horta.

O solo da horta (SVG - Soil from Vegetable Garden) (23°34'47,17"S;
47°35'12,02"0) e a agua utilizada para irrigacdo (FW - Freshwater)
(23°34°46,07”S; 47°35'17,46”0) localizados na mesma area agricola foram a
base para o desenvolvimento deste estudo. Trés réplicas biologicas de solo (0 —
20 cm de profundidade), sem raizes, foram coletadas aleatoriamente na horta.
Da mesma maneira, trés réplicas biologicas de agua (0 — 30 cm) também foram
coletadas em um ponto adjacente a uma moto bomba que capta agua do corrego
para irrigacdo. Este ponto de coleta de &gua esta localizado abaixo da
localizagéo da horta. As seis amostras coletadas foram usadas para analisar a
taxonomia microbiana, diversidade funcional, e também as propriedades fisicas
e quimicas do solo e da agua. Vale ressaltar que cada amostra foi analisada

separadamente.

Andlises fisica e quimica das amostras de solo e agua

As amostras de solo foram secas a temperatura ambiente e gentilmente
desagregadas. Apos isso, realizou-se andlises de matéria organica, composi¢ao
elementar (Ca, Cu, Mg, Mn, P, K, Fe, Zn) e pH de acordo com método descrito
por Van Raij et al. 2001.

Para as amostras de agua, medicBes de condutividade elétrica (CE),
oxigénio dissolvido (OD), pH, potencial de oxidacdo-reducdo (ORP), solidos
totais dissolvidos (STD) e turbidez foram determinados no local, com uma sonda
multiparametros Horiba U-50. Os parametros quimicos como nitrogénio
amoniacal (N-NH4*, método fenato); nitrato (N-NOs", método de reduc¢ao), nitrito
(N-NOz2', método colorimétrico utilizando dicloridrato NED), fosforo total (PT,
método de digestdo com acido sulfarico e nitrico) e fésforo reativo dissolvido

(PRD, método acido ascérbico) foram determinados através de espectroscopia
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molecular; cloreto (CI) foi determinado por titrimetria de precipitacdo (método
argentomeétrico). Todos esses métodos foram conduzidos de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005).

Extragcdo de DNA e sequenciamento

O DNA total da microbiota da &agua foi extraido utilizando o kit
PowerWater® DNA Isolation kit (Mo Bio Inc. Carlsbad CA, USA) de acordo com
protocolo do fabricante. Para a extragdo, aproximadamente 300 mL de &gua foi
filtrada em membrana de 0,22 um, e este material usado entdo no processo de
extracdo de DNA. Ja o DNA total da microbiota do solo foi extraido utilizando-se
o PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation kit (Mo Bio Inc. Carlsbad CA, USA),
também de acordo com protocolo do fabricante. No processo de extracdo de
DNA foi utilizado 50 mg de solo previamente pesados em balanca analitica.

A qualidade do DNA extraido foi verificada atraves de eletroforese em gel
de agarose e 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies), e os DNAs foram
quantificados por fluorescéncia (Qubit). O DNA total da microbiota de cada
replica ambiental foi sequenciado pela metodologia WGS (Whole Genome
Shogun) através de tecnologia lon Proton com chip Pl e lon Pl Template OT2
200 v3 (Life Technologies) e lon Pl sequencing 200 v3 (Life Technologies) de
acordo com protocolo do fabricante.

Processamento das sequencias de DNA

Os reads das sequencias brutas obtidas através do sequenciamento do
DNA total foram filtradas por qualidade e tratadas utilizando o software Prinseq
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). As sequencias foram tratadas com qualidade
média (Q) igual ou superior a 20, e entéo verificadas através do software FastQC
(ANDREWS, 2010). Os conjuntos de resultados das sequencias com boa
qualidade foram submetidas para anotacdo no MG-RAST metagenomics
analysis server version 3.6 (MEYER et al., 2008).

Para as analises da composi¢édo microbiana e perfil funcional relacionado

aos genes dos ciclos biogeoquimicos do nitrogénio, enxofre e fésforo, utilizou-se
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as sequéncias geradas neste estudo (SVG e FW). Além disso, selecionou-se as
sequéncias do composto organico, geradas pelo trabalho de MARTINS et al.
(2013), que estdo disponiveis publicamente no MG-RAST. Portanto, com o
intuito de comparacédo entre as amostras SVG e FW, analisou-se também a
amostra do composto organico referente a ZC2, pois ela corresponde a etapa
final do processo de compostagem e é a mais proxima da que foi aplicada no
solo (MARTINS et al., 2013).

Andlise da composi¢ao microbiana foi realizada usando a ferramenta Best
hit classification do MG-RAST. Os dados foram comparados com o banco de
dados SSU-SILVA (ndo-redundante) (QUAST et al., 2013) com e-value maximo
de 1e-5, minima identidade de 80%, e comprimento minimo de alinhamento de
60 pb, o que gerou uma tabela com grupos taxondémicos. A classificacdo
funcional foi realizada utilizando-se a ferramenta Hierarchichal classification,
também do MG-RAST, baseado no Kegg Orthology (KO) (KANEHISA, 2000). Os
dados foram comparados seguindo os parametros: e-value maximo le-5,
minima identidade de 80% e comprimento minimo de alinhamento de 20
aminodacidos para identificacdo de proteinas.

Para identificacdo da afiliacdo de genes funcionais relacionados com
metabolismo do nitrogénio, enxofre e fosforo (inositol-fosfato), os genes
selecionados foram estocados no workbench do MG-RAST e entdo submetidos
para andlise utilizando a ferramenta Best hit classification usando a base de
dados de proteinas KEGG, com o0s parametros descritos anteriormente para
identificagcéo do perfil funcional.

Analises estatisticas das comunidades microbianas e perfil funcional

As andlises estatisticas das comunidades microbianas, agrupamento
hierarquico, comparacao da abundancia relativa e classificagéo funcional foram
realizadas utilizando-se pacotes de dados especificos do software livre R
(https://cran.r-project.org/). Devido a grande diferengca no nimero da contagem
de sequencias por amostra, os dados foram normalizados por subamostragem
usando Mothur (versdo 1.36.0) (SCHLOSS et al., 2009). A abundéancia

diferencial dos grupos taxondmicos entre os ambientes foi realizada usando o
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pacote mvabund (WANG et al., 2012). Para testar se houve diferenca na
significAncia estatistica entre as amostras de solo e &gua, os dados foram
ajustados para MGLM (Resposta Multivariada de Modelos Lineares Gerais).
Para testar a hipotese multivariada, utilizou-se a funcdo ANOVA (que
implementa uma analise de variancia), aplicada ao MGLM usando
reamostragem de Monte Carlo e valores ajustados de p-valor, retornando assim
as diferencas entre as comunidades dos grupos analisados. Adicionalmente,
esses testes de ANOVA univariados foram ordenados por abundancia relativa
para se identificar o tAxon que mais contribuiu na diferenca bacteriana entre as
amostras de solo e gua.

De modo a analisar os genes mais abundantes relacionados com o
metabolismo de nitrogénio, enxofre e fésforo (inositol-fosfato), os dados brutos
de abundancia do MG-RAST foram ajustados para abundancia relativa de modo
a normalizar os dados devido a grande diferenca no nimero de sequencias por
amostra observada. Feito isso, os dados foram agrupados usando o indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis e um heatmap foi criado para cada metabolismo
com o intuito de comparacdo dos genes entre as amostras. Para essa analise foi
considerado a média da abundéancia relativa das trés réplicas das amostras
pertencentes a SVG e FW.

Para verificar a estrutura taxonémica dos genes funcionais relacionados
ao metabolismo de nitrogénio, enxofre e fésforo, uma matriz de presenca e
auséncia foi criada para as amostras SVG, FW e ZC, de acordo com protocolo
do pacote vegan v.2.2-1 através da funcdo decostand (OKSANEN et al., 2013).
Foi considerada presenca apenas 0s géneros com n = 3 para SVG e FW. Apés
isso, um diagrama de Venn foi construido para comparar a afiliacdo taxonémica
compartilhada entre as amostras SVG, FW e ZC.

Adicionalmente, uma analise exploratéria de dados foi realizada através
do escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS). Utilizou-se uma matriz
dos dados funcionais dos metagenomas das amostras deste estudo (SVG e FW)
e nove outros metagenomas publicos contidos no MG-RAST (Tabela 2). Para
essa analise, utilizou-se o nivel de genes funcionais do KO e indice de
dissimilaridade Bray-Curtis. Os dados funcionais foram normalizados por
abundancia relativa. Para todas essas andlises funcionais, 0s niveis

relacionados a sistemas de organismos e processamento de informacéao
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genética foram excluidos das analises. Isso porque em processamento de

informacdo genética ha informacdes que todas as bactérias possuem em

comum. E em sistemas de organismos ha informacdes de genes relacionados a

sistema circulatério, sistema digestivo, envelhecimento, etc; e esses itens néao

fazem parte do objetivo do trabalho.

Tabela 2. Descricdo dos metagenomas publicos utilizados na andlise
exploratdria de dados a fins de comparacao funcional com as amostras de solo
de horta (SVG) e agua usada para irrigacao (FW).

MG-RAST Projeto Bioma Material Legenda Local
Subtropical
Sao Paulo Zoo and temperate .
4479361.3 Composting rainforests or composto ZC1 Brasil (FPZSP)
woodlands
Subtropical
Sao Paulo Zoo and temperate .
4479944.3 Composting rainforests or composto ZC2 Brasil (FPZSP)
woodlands
Enriched soil Canada
4482593.3 metagenomes Tundra biome solo Solo de tundra  (Daring Lake,
for Glycoside
NWT)
Hydrolases
Enriched soil Canada (Elora
metagenomes Terrestrial Solo de research
4482600.3 for Glycoside biome solo agricultura station,Guelph
Hydrolases ,ON)
Amazon Soil Terrestrial N Brasil
4493548.3 Metagenome 1 biome solo Solo amazénia (Amazonia)
Prairie Division Solo de EUA (Auburn
4502539.3 ISA-SMC-2011 solo aravel pradaria '
(250) . IL)
aravel
4510943.3 M3P 2012 Large river agua de Rio em _EUA
biome superficie Minnesota (Minnesota)
EUA
Columbia River (Columbia
4533731.3 coastal margin Estuarie biome agua doce Estuario River coastal
study margin, OR &
WA)
Fate and
Transport of
Antibiotics
and Antibiotic Large river . Agua de E.UA (Poudre
4628879.3 . - agua River near Fort
Resistance biome enchente

Genes During

Historic Colorado

Flood

Collins, CO)

Os conjuntos de dados do MG-RAST deste estudo podem ser acessados
publicamente através dos numeros de acesso: 4622702.3 (SVG1), 4622703.3
(SVG2), 4622704.3 (SVG3), 4622705.3 (FW1), 4622706.3 (FW2), 4622707.3

(FW3).
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Resultados

Andlises fisica e quimica das amostras de solo e agua

As analises do solo revelaram que o mesmo € 4cido (pH = 5,57 + 0,09),
com alta concentracao de fosforo (486,67 + 45,39 mg/dm3), célcio (82,67 + 7,86
mmolc/dm?3) e ferro (59 £ 3,00 mmolc/dms3) (Tabela 3). Entretanto, as analises da
agua mostraram baixas concentracdes das formas de nitrogénio avaliadas
(NH*s, NO3e NO2 < 1,02 mg L) e também de fésforo (PRD e PT <0,16 mg L
1). Além disso, foram observados baixos niveis de demanda quimica de oxigénio
(4,33 + 0,33 mg L), solidos totais dissolvidos (27,67 + 3,18 g L) e turbidez
(136,67 £ 7,31 UNT). E o pH da agua foi caracterizado como neutro, de acordo
com o valor encontrado (6,92 + 0,01) (Tabela 4). Em sintese, esses resultados
mostraram que a agua possui uma baixa concentracao de nutrientes, enquanto

o solo ha uma grande concentracdo de macro nutriente.

Tabela 3. Média * erro padrao (n =3) das propriedades quimicas do solo da horta
(SVG).

Variavel Concentragao
pH (CaClz) 5,57 £ 0,09
Matéria Organica (g/dm3) 40,33 £ 0,88
P (mg/dm?3) 486,67 + 45,39
K (mmolc/dm3) 4,57 + 0,07
Ca (mmolc/dm3) 82,67 + 7,86
Mg (mmolc/dm3) 19,67 £ 1,20
B (mmolc/dm3) 0,45 + 0,02
Cu (mmolc/dm3) 0,43+ 0,03
Fe (mmolc/dms) 59 + 3,00
Mn (mmolc/dm3) 1,70+ 0,12

Zn (mmolc/dm3) 7,23 £0,23
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Tabela 4. Média + erro padréo (n =3) propriedades quimicas e fisicas da agua
utilizada para irrigacéo (FW).

Variavel Concentragao
NO=2 (mg L*?) 0,06 + 0,00
NO3 (mg L?) 1,02 £0,01
NH*s (mg L?) 0,04 + 0,00

PT (mg L?) 0,16 + 0,00
PRD (mg L) 0,02 £ 0,00
DQO (mg LY 4,33+0,33
Temperatura (°C) 22,26 £ 0,77
pH 6,92 £ 0,01
Oxigénio dissolvido (mg L) 7,37 £ 0,66
CE (uS cm) 41,67 +5,61
Turbidez (NTU) 136,67 + 7,31
ORP (mV) 212,00 + 27,51
STD (gL?Y) 27,67 £ 3,18

PT: Fésforo total; PRD: Fésforo reativo dissolvido; DQO: Demanda Quimica de Oxigénio; CE:
condutividade elétrica; ORP: Potencial de 6xido-reducéo; STD: Sélidos totais dissolvidos.

Processamento, qualidade e anotacdo das sequencias

DNA metagendmico com alto peso molecular foi extraido de cada amostra
ambiental e entdo submetido ao sequenciamento utilizando tecnologia lon
Proton (Life Technologies). Cada amostra rendeu acima de 2,316 x 107 reads
(Tabela 5). Entretanto apds o tratamento de qualidade dos reads, o numero
minimo obtido de sequencias por amostra foi 1,943 x 107. Como também pode
ser observado pela tabela 5, o conteido de GC foi maior nas amostras de solo
do que nas amostras de agua. Além disso, o tamanho médio dos reads foi um
pouco abaixo do esperado, uma vez que Se preparou as amostras para
seguenciamento estipulando um comprimento de reads de 200 pb por amostra,
de acordo com o protocolo do fabricante. E neste trabalho obteve-se um
comprimento de 93 pb para SVG e aproximadamente 110 pb para FW (Tabela
5).
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Tabela 5. Métrica das sequéncias de DNA metagendmico das amostras de solo
da horta (SVG) e agua usada para irrigacdo (FW). Na tabela sdo mostrados os
valores de cada replica sequenciada com base no sistema de anotagcdo MG-
RAST.

NUmero de
A NUmero de sequencias Contetldo médio Tamanho médio
mostras . .
sequencias  apos controle de GC dos reads
de qualidade
SVG1 31,764,931 28,588,669 63+8% 93 bp
SVG2 44 539,294 42,109,184 63+8% 93 bp
SVG3 23,164,262 19,428,522 62+9% 93 bp
Fw1 32,542,115 26,668,719 46+12 % 108 bp
FW2 30,563,031 28,289,666 49+11 % 109 bp
FW3 48,438,622 41,940,721 49+12 % 120 bp

Comparacédo taxondmica entre os ambientes

A andlise da estrutura taxondmica mostrou que 0s ambientes sao
dominados por bactérias (97,6 % no solo e 95,2 % na agua). Além disso, houve
também uma porcentagem de arqueias (1 % no solo e 0,2 % na agua), grupos
pertencentes ao dominio eucarioto (0,9 % no solo e 1,9 % na agua) e sequencias
nao atribuidas a nenhum dominio (0,5 % no solo e 2,7 % na agua).

A composicdo bacteriana dos metagenomas pertencentes as amostras
SVG e FW foram avaliadas através do banco de dados SSU Silva disponivel no
MG-RAST. Um total de 22 filos bacterianos foi observado nos ambientes,
entretanto houve uma grande proporc¢ao de sequencias nao classificadas para o
dominio bactéria (aproximadamente 40 % nas amostras de agua e 20 % nas
amostras de solo, Figura 1A). A comparacdo dos filos bacterianos entre as
amostras em um p-valor < 0,05 mostrou significancia estatistica (Tabela S3). No
que diz respeito a abundancia relativa dos filos, observou-se que Proteobacteria,

Cyanobacteria e Bacteroidetes assim como o numero de sequencias nao
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classificadas foram maiores para FW do que SVG (Figura 1A, Tabela S3).
Enquanto que os filos Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes,
Gemmatimonadetes, Chloroflexi, e Acidobacteria foram observados em maior
abundancia em SVG do que FW (Figura 1A, Tabela S1).

No que diz respeito a classe de Proteobacterias (Figura 1B), destaca-se
a grande abundéancia de Betaproteobacteria na amostra FW. Enquanto que em
SVG, observa-se maior abundancia de Alphaproteobacteria.

(A)

unclassified Bacteria | |
Proteob At eria | |
I —

Actinobacteria
Bacteroidetes | |
Firmicutes [ -
Cyanobacteria{  p—*
Verrucomicrobiai g
Planctomycetes B
Nitrospirae o

T

Chlamydiae

e

Spirochaetes
Thermotogae
Gemmatimonadetes
Chloroflexi
Acidobacteria
Dictyoglomi
Tenericutes
Fusobacteria
Chlorobi
Synergistetes

B N N B Bk,

Deinococcus—Thermus

L

Deferribacteres

Lentisphaerae

10 50
Relative abundance (log scale)

o4
-

(B)

42 2zl s

FW

o g B

SVG

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
DAlphaprotecbacteria m Betaproteobacteria mDeltaproteobacteria mEpsilonproteobacteria OGamm aproteobacteria

Figura 1 Abundancia relativa da composicdo bacteriana das amostras do solo

da horta (SVG) e agua usada para irrigacéo (FW). A figura mostra (A) distribuicdo
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taxonémica dos filos bacterianos e (B) abundancia relativa da classe de
Proteobacteria. Os asteriscos (*) indicam os filos que mostraram significancia

estatistica entre os dois ambientes (p-valor < 0,05).

A nivel de género, observou-se um total de 680 géneros bacterianos, de
acordo com o banco de dados SSU-Silva. Dos quais, apenas 65 mostraram
diferenca significativa com p-valor < 0,05 entre SVG e FW (Tabela S2). Dentre
0S géneros mais abundantes, destacou-se Polynucleobacter (amostra FW, 10%)
e Bacillus (amostra SVG, 9%).

Em uma comparacgéo da abundéancia relativa e diferenca significativa dos
20 géneros bacterianos mais abundantes entre os ambientes analisados,
observou-se que Mycobacterium, Streptomyces, Bacillus, Micromonospora,
Nocardioides, Conexibacter, e Paenibacillus foram encontrados em maior
namero em SVG (Figura 2 e Tabela S2). Enquanto que os géneros Terrimonas,
Pseudomonas, Cytophaga, Flectobacillus, Acidovorax, Candidatus Rhodoluna,
Polynucleobacter e Betaproteobacteria ndo classificadas foram mais abundantes
em FW (Figura 2 e Tabela S2).

unclassified Alphaproteobacteria [ ——
Terrimonas _*

unclassified Proteobacteria

-
unclassified Betaproteobacteria | |
Mycobacterium

|

Streptomyces I
Bacillus 3

I

Micromonospora

Pseudomonas '—_;k

Arthrobacter| |
Nocardioides| | *
Cytophaga’  pmmm—* Sample
Flavobacterium|  p— | [
Conexibacter{ | - VG

Paenibacillus |

Flectobacillus | g+
Acidovorax —_ *
Candidatus Rhodoluna -*

Polynucleobacter | e ——
Capnocytophaga| s
0 4 8 12

Relative Abundance

Figura 2 Abundancia relativa da composicéo bacteriana no nivel de género das

amostras de solo da horta (SVG) e agua usada para irrigacdo (FW). A figura
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mostra a distribuicdo taxonémica dos 20 géneros mais abundantes. Além disso,
0 asterisco (*) indica os géneros que mostraram diferenca significativa entre os

ambientes (p-valor < 0,05).

Comparacdo do metabolismo dos ciclos biogeoquimicos entre os
ambientes

O perfil funcional dos metagenomas das amostras de SVG e FW foi
determinado através da classificacao de genes relacionados ao metabolismo de
nitrogénio, enxofre e fésforo baseado nos grupos de genes ortdlogos do Kegg
Orthology (KO) contido no MG-RAST (Figura 3).

No mais elevado nivel hierarquico do KO, avaliou-se a distribuicdo dos
genes relacionados com o metabolismo de nitrogénio comparando as amostras
deste estudo (SVG e FW) com as do composto organico (ZC2) usado no solo da
horta. Nenhum gene relacionado ao ciclo do nitrogénio no meio ambiente foi
encontrado na amostra ZC2 com os parametros adotados na metodologia deste
trabalho. Entretanto, a distribuicdo desses genes nas amostras SVG e FW
mostrou-se diferente (Figura 3A). De acordo com os resultados obtidos, observa-
se que em SVG ha maior abundéancia de genes relacionados com o processo de
desnitrificagéo, como norB, napA, nitrite reductase (NO-forming) e nosZ. Dentre
eles, o gene norB foi o que mostrou maior abundancia entre todos. Pela
visualizacdo dos resultados ilustrados a partir do heatmap abaixo, € possivel
observar também que nas amostras FW houve uma menor abundéancia dos
mesmos genes citados acima, mas por outro lado, percebe-se uma abundancia
um pouco maior de genes relacionados com a fixacdo de nitrogénio, como
nifHDK.
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nifK; nitrogenase molybdenum=-iron protein beta chain [EC:1.18.6.1] I
nifD; nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain [EC:1.18.6.1] — #1 30
napB; cytochrome c~type protein NapB 25
hao; hydroxylamine oxidase [EC:1.7.3.4]

anfG; nitrogenase [EC:1.18.6.1] - #1 20
amoC; ammonia monooxygenase subunit C
amoB; ammonia monooxygenase subunit B
norC; nitric oxide reductase subunit C 10
nifH; nitrogenase iron protein NifH [EC:1.18.6.1]

nosZ; nitrous-oxide reductase [EC:1.7.2.4] i 5
E1.7.2.1; nitrite reductase (NO-forming) [EC:1.7.2.1] 0
norB; nitric oxide reductase subunit B [EC:1.7.2.5] (%)
napA; periplasmic nitrate reductase NapA [EC:1.7.99.4]

W n
<
5 =

m cysD; sulfate adenylyltransferase subunit 2 [EC:2.7.7 4] l
40

cysN; sulfate adenylyltransferase subunit 1 [EC:2.7.7 4]

cysl; sulfite reductase (NADPH) hemoprotein beta-component [EC:1.8.1.2]

cysNC; bifunctional enzyme CysN/CysC [EC:2.7.7.4 2.7.1.26]

cysC; adenylylsulfate kinase [EC:2.7.1.25) 0
cysH; phosphoadenosine phosphosulfate reductase [EC:1.8.4.8)

E1.8.3.1, SUOX; sulfite oxidase [EC:1.8.3.1] 20
E2.7.7.4C, met3; sulfate adenylyltransferase [EC:2.7.7.4]

cysJ; sulfite reductase (NADPH) flavoprotein alpha-component [EC:1.8.1.2) 10
sir; sulfite reductase (ferredoxin) [EC:1.8.7.1] |
aprA; adenylylsulfate reductase, subunit A [EC:1.8.99.2] 0
PAPSS; 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase [EC:2.7.7.4 2.7.1.25] (%)
aprB; adenylylsulfate reductase, subunit B [EC:1.8.99.2]

15

m N [)]
2 Q 5
C l 100
80
appA; 4-phytase / acid phosphatase [EC:3.1.3.26 3.1.3.2]
iolB; 5-deoxy-glucuronate isomerase [EC:5.3.1.-] 60
iolJ; 6-phospho-5-dehydro-2-deoxy-D-gluconate aldolase [EC:4.1.2.29] 40
E4.6.1.13, plc; 1-phosphatidylinositol phosphodiesterase [EC:4.6.1.13]
i0lC; 5-dehydro-2-deoxygluconokinase [EC:2.7.1.92] 20
\ iolD; 3D-(3,5/4)-trihydroxycyclohexane-1,2-dione hydrolase [EC:3.7.1.-] .
™ w bl 0
Q < 2 (%)

Figura 3 Distribuicdo dos genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio,
enxofre e fosforo baseado no Kegg Orthology (KO) pertencentes as amostras de
solo da horta (SVG), agua utilizada para irrigacdo (FW) e composto organico
(ZC2). A figura mostra a abundancia relativa (%) média de cada gene presente
nas amostras analisadas de acordo com a anotacdo do MG-RAST utilizando o
KO como fonte de referéncia. No qual (A) é referente ao metabolismo de
nitrogénio, (B) metabolismo de enxofre e (C) metabolismo de fosforo (inositol-

fosfato).
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No que diz respeito ao ciclo biogeoquimico do enxofre, estudou-se 0s
genes relacionados a reducédo e oxidagcdo do sulfato pelas vias assimilatoria e
dissimilatoria (Figura 3B). De modo geral, as amostras FW, ZC2 e SVG
demonstraram uma abundancia maior de genes relacionados a reducéo
assimilatéria do sulfato, como cysD, cysN, e cysl. Destacando-se a grande
abundéancia de cysD na amostra ZC2 e o agrupamento entre ZC2 e SVG,
indicando um perfil funcional similar, em se tratando do metabolismo do enxofre
nesses ambientes.

Com o intuito de analisar o ciclo do fésforo no ambiente, optou-se por
avaliar o metabolismo do inositol-fosfato como via metabdlica de referéncia.
Curiosamente, através destes resultados foi possivel verificar a elevada
abundéancia do gene appA, que codifica a enzima 4-fitase (Figura 3C) em ZC2.
Por outro lado, quando observados os resultados para as amostras SVG e FW,
percebeu-se que apenas poucos genes foram identificados, e que essas
amostras possuem um perfil similar com relagdo ao metabolismo de fosforo.

De maneira a se identificar a composicdo bacteriana participante dos
ciclos do nitrogénio, enxofre e fésforo, os genes estudados foram selecionados,
para se obter quais géneros bacterianos sao responsaveis por cada processo
nas amostras SVG, FW e ZC2. Essa andlise resultou na criacdo de trés
diagramas de Venn, no qual estdo identificados quais sdo 0s géneros
bacterianos em comum nas amostras de acordo com cada ciclo (Figura 4). Com
relacdo ao ciclo do nitrogénio, observaram-se apenas quatro géneros
bacterianos em comum entre as amostras SVG e FW sendo, Acidivorax,
Bradyrhizobium, Rhodopseudomonas e Xanthobacter (Figura 4). Em contraste,
no ciclo do enxofre, pode-se observar 18 diferentes géneros bacterianos, nos
quais se percebe a presenca das mesmas quatro bactérias citadas acima,
relacionadas ao ciclo do nitrogénio (Figura 4). Todos os géneros bacterianos
citados pertencem ao filo Proteobacteria, um dos mais abundantes neste estudo
e que mostrou diferencga significativa entre as amostras (p-valor < 0,05) neste
estudo.

De uma maneira diferente, no ciclo do fosforo observou-se a presenca de
apenas uma bactéria em comum nas amostras analisadas, Burkholderia (Figura
4). Vale ressaltar que ela, também esta presente no conjunto de bactérias

responsaveis pelo ciclo do enxofre. Bactérias do género Burkholderia séo bem
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conhecidas e estudadas nos dias de hoje, sendo uma das bactérias
responsaveis pela solubilizacdo de fosfato no solo.
Uma observacdo importante de se notar é a auséncia de géneros

bacterianos em comum entre as amostras ZC2 com SVG e/ou FW.

Nitr ogenio Acidovorax
Bradyrhizobium
Rhodopseudomonas
Xanthobacter

4
Acidovorax

Bradyrhizobium
Enxofre Burkholderia

Caulobacter
Erythrobacter
FW Herminiimonas
- Leptathrix

z Methylibium
/ Methylobacterium
1 .

SVG

8 21 \  Mycobacterium
; \ Neisseria

A — /| Novosphingobium
\0 Y / Phenylobacterium
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6 Sphingopyxis
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SVG \ FW
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Figura 4 Principais géneros bacterianos ligados aos ciclos biogeoquimicos das
amostras estudadas: composto organico (ZC2), solo da horta (SVG) e agua

usada para irrigacéo (FW). A figura mostra trés diagramas de Venn ilustrando os
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diferentes metabolismos analisados (nitrogénio, enxofre e fosforo) e os géneros

bacterianos em comum entre as amostras.

Além disso, um nMDS do perfil de genes funcionais baseado no KO como
fonte de anotacao foi realizado para comparar os metagenomas deste estudo
com outros 9 metagenomas publicos, encontrados no MG-RAST, incluindo
agueles relacionados ao composto organico utilizado como fertilizante no solo
da horta (Tabela 2). Através, do grafico (Figura 5) é possivel observar uma
similaridade entre as amostras SVG e FW, uma vez que elas apresentam
proximidade. Outra importante observacédo a ser feita € a dissimilaridade das
amostras SVG quando comparadas as outras amostras de solo analisadas.

w
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2C2 RioMinnesota
o |
—
pdoy]
B o |
o o
=
=
Estudrio
L=2 AguaEnchente
o
SoloAgricultura Ewa
L SoloPradaria SoloTundra S\é%%,m
? _
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<
T T T T T
-2 -1 0 1
NMDS1

Figura 5 Escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) (Stress 0,07) do
perfil funcional de 15 metagenomas contidos no MG-RAST, de acordo com o

mais elevado nivel hierarquico do Kegg Orthology (KO).

Discussao

Neste trabalho, investigou-se o microbioma e o perfil funcional de
amostras de um solo de horta e agua usada para irrigacéo, localizados na

mesma area agricola na fazenda da FPZSP. Nesta area, ha aproximadamente
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dez anos é realizado um processo de fertilizacdo continuo, no qual é utilizado
um composto orgéanico atipico, feito a partir de residuos vegetais e animais. E 0s
efeitos quimicos e/ou microbiolégicos deste composto, nunca haviam sido
estudados anteriormente. Neste contexto, a maior preocupacao neste trabalho
era se 0 composto organico estava influenciando o solo, agua ou ambos os
ambientes. Entretanto, de acordo com os resultados obtidos pela analise
exploratdria de dados do escalonamento multidimensional ndo métrico, ficou
claro que o composto organico aparentemente ndo influencia nos atributos
funcionais do solo e/ou da agua avaliadas neste estudo. Porém, o fato que
chamou a atencdo, é que os resultados observados sugerem que a &agua
utilizada para irrigacao exerce maior influéncia nos atributos funcionais do solo,
do que o composto organico em si. Uma vez que ha claramente um grupo
separado de metagenomas de solo no qual exclui-se a amostra SVG, e a mesma
esta relativamente préxima das amostras FW. Tal afirmacdo pode ser feita,
assumindo que pela observacéo geogréfica da localizacao do solo da horta e do
corrego onde é captado agua para irrigacao, ndo ha possibilidade de erosao do
solo da horta para o recurso hidrico.

Na andlise taxondmica alguns grupos microbianos mostraram ser
similares ao nivel de filo, entretanto com abundancias relativas diferentes. Com
foco apenas em Proteobacteria, observou-se que esse grupo foi mais abundante
na agua do que no solo, com dominancia da classe Betaproteobacteria em FW
(Figura 1B). Este resultado é consistente com outros estudos realizados
utilizando amostras de agua doce que reconhecem as Betaproteobacterias
frequentemente dominantes em lagos de dgua doce e o maior grupo de bactérias
estudadas pertencentes a esses ambientes (GHAI et al., 2011; NEWTON et al.,
2011). Alguns membros desse grupo, por exemplo, as bactérias do género
Polynucleobater e Limnohabitans, estao distribuidas no mundo todo em habitats
de agua doce e desempenham um importante papel ecolégico na cadeia
alimentar (KASALICKY et al., 2010; JEZBERA et al., 2011, 2012). Em contraste,
observando-se os resultados obtidos para a amostra SVG, os filos bacterianos
Actinobacteria e Firmicutes sdo os mais abundantes. De acordo com alguns
estudos sobre solos em areas agricolas sob diferentes tipos de fertilizacao
organica, Actinobacteria mostra-se como sendo um dos grupos mais abundantes
presentes nas areas (NIELSEN et al., 2014; HAMM et al., 2016). Bactérias do
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filo Actinobactéria estdo frequentemente associadas com a degradacdo de
compostos de carbono recalcitrantes. Em um estudo de como a gestdo de
residuos de culturas, plantio direto e aplicacdo de fertilizantes afetam a
comunidade bacteriana e aqueles grupos envolvidos na degradacao de residuos
de plantas (CHAVEZ-ROMERO et al., 2016), os autores encontraram que os filos
Actinobacteria e Firmicutes aumentaram em abundéancia com plantio direto.

Quando se realizou a analise taxondmica a nivel de género bacteriano, foi
possivel verificar que em FW, o0 grupo mais abundante era o de
Polynucleobacter, uma Betaproteobacteria comum de se encontrar em habitats
de &gua doce e a bactéria mais estuda por pesquisadores do mundo todo neste
tipo de habitat (GHAI et al., 2011; JEZBERA et al., 2011, 2012; NEWTON et al.,
2011). Esta ultramicrobacteria oligotrofica ndo esta associada a nenhum
florescimento de algas, porém elas sao especializadas na utilizacdo de produtos
da fotooxidacéo de produtos de substancias humicas, e algumas espécies usam
luz como fonte de energia (HAHN et al., 2012; SALCHER, 2014). Entretanto,
para as amostras SVG, o género mais abundante detectado foi Bacillus, que
pertence ao segundo filo mais abundante deste estudo, Firmicutes. Este género
bacteriano foi encontrado em ambas as amostras estudadas, SVG e FW, mas
sua significancia foi observada apenas para a amostra SVG. As bactérias
pertencentes a este grupo sdo bem conhecidas e estudadas ao redor do mundo.
Sua presenca em areas agricolas é comum, além de serem capazes de
produzirem varios biocompostos de importancia em biotecnologia (KUMAR et
al., 2013). Em especial, a espécie ndo patogénica Bacillus megaterium, vem
sendo utilizada industrialmente por mais de 50 anos, uma vez que produz
enzimas extracelulares muito Uteis e incomuns (VARY et al., 2007; EPPINGER
et al.,, 2011). Portanto, a partir desses resultados, ressalta-se que os dados
obtidos neste estudo séo consistentes com outros reportados em diversos outros
realizados por pesquisadores ao redor do mundo sobre a diversidade bacteriana
de amostras de solo e agua doce (JEZBERA et al., 2011; SUL et al., 2013;
NEWTON; MCLELLAN, 2015).

Aléem disso, o perfil funcional dos metagenomas de SVG e FW,
determinados pela classificagcdo hierarquica de genes preditos com base no
Kegg Orthology (KO), mostrou que os ciclos biogeoquimicos relacionados ao

nitrogénio e foésforo sédo similares entre os ambientes analisados (FW e SVG).
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Entretanto, quando se relaciona o ciclo do enxofre, observa-se que a amostra
SVG possui similaridade com ZC2.

Pela distribuicdo de genes relacionados com o ciclo do nitrogénio,
observou-se uma grande abundéncia do gene norB (maior subunidade da
enzima oOxido nitrico redutase). Este gene catalisa a reacdo da reducédo de NO
em N20, no qual representa uma reacao incomum em biologia, uma vez que
uma ligacdo N-N é formada. O gene norB pode ser encontrado em uma
variedade de micro-organismos, incluindo bactérias desnitrificantes e néo
desnitrificantes (BRAKER; TIEDJE, 2003). O N20 no processo de desnitrificagéo
€ um intermediario obrigatério, e por causa do escape de algumas dessas
moléculas para atmosfera, a desnitrificagdo se tornou outro importante processo
gue contém fonte de gases de efeito estufa tanto em ecossistemas marinhos
guanto terrestres, uma vez que o Oxido nitrico contribui para o aquecimento
global e mudancas climaticas (CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010; JUNG
etal., 2011). Apesar da importancia do N2O e norB gene, neste estudo ndo foram
encontrados alguns dos outros genes responsaveis pela codificacdo das
enzimas nitrato redutase (NAR) e nitrito redutase (NIR). Porém h& a presenca
outros genes como, napB, norC e nosZ, entretanto os mesmos foram observados
em baixa abundancia, sugerindo deste modo, a partir dessas observacoes, que
no caso das amostras SVG e FW, a via metabdlica do nitrogénio esta incompleta.

Referente aos genes do ciclo do enxofre, observou-se que cysD foi o0 mais
abundante. Este gene esta envolvido na biossintese de cisteina, e também é
parte da primeira reacdo assimilatéria de sulfato, no qual auxilia na formacgéo do
adenililsulfato (APS). O APS é importante na reducao assimilativa, pois € o
intermediario da reacdo que ira formar sulfito e H2S para entédo ser incorporado
em compostos organicos de enxofre. As bactérias redutoras de sulfato (BRS)
englobam um grupo diverso de micro-organismos anaerobios obrigatérios que
utilizam compostos organicos ou hidrogénio como doador de elétrons na reducéo
do sulfato em sulfito (TANG; BASKARAN; NEMATI, 2009). Provavelmente, é
devido a importancia das BRS em degradar matéria organica, que as amostras
SVG e ZC2 demonstraram perfis funcionais similares no que diz respeito ao ciclo
do enxofre, uma vez que a alta concentracdo de matéria organica € evidente em

ambas as amostras (Tabela S1 e Martins et al., 2013). Entretanto, apenas alguns
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genes foram encontrados em grande abundancia, o que também sugere, que
esta via esta incompleta.

Um inesperado resultado foi observado com relacdo ao ciclo do fésforo.
Pois apesar de haver uma elevada concentracdo de fésforo em SVG, o gene que
codifica a enzima 4-fitase foi encontrado apenas em ZC2. A 4-fitase (ou 6-fitase)
€ uma importante enzima fosfatase que catalisa a liberacdo de fosfato da
molécula de mio-inositol hexaquifosfato. Em agricultura sustentavel essas
enzimas podem ser utilizadas na conversao do fitato do solo em fosfato, para
entdo ser disponibilizado e absorvido pelas plantas, agindo como um fertilizante
fosfatado natural (PATEL et al., 2010; TAN et al., 2014). Além disso, essa enzima
desempenha um importante papel em ecossistemas aquaticos na reciclagem de
fésforo organico (LIM et al., 2007).

Apesar do composto organico aplicado na area de estudo ser feito a partir
de carcaca animal, foi possivel inferir que em ambas as amostras, SVG e FW,
h& organismos comumente encontrados em areas agricolas ao redor do mundo
(VAL-MORAES et al., 2011; NIELSEN et al., 2014; CHAVEZ-ROMERO et al.,
2016) e também em areas urbanas (JEZBERA et al.,, 2012; NEWTON;
MCLELLAN, 2015). Embora exista véarios estudos relacionando o impacto
positivo da utilizagcdo de compostos organicos para melhorar a qualidade do solo,
praticamente ndo existem estudos sobre o efeito dessa aplicacdo em sistemas
aguaticos proximos as areas onde ha o uso desse tipo de fertilizacao, e isso ndo
pode ser negligenciado como afirmado pelo estudo de Le et al. (2016).

De acordo com nosso conhecimento, este € um dos poucos estudos
descrevendo as propriedades microbianas e funcionais de amostras de solo e
agua sob fertilizacdo com um composto organico feito a partir de residuos
vegetais e animais, incluindo carcaca. Os resultados reportados neste estudo,
nao conseguem explicar como 0 composto organico utilizado na area, influencia
no atual microbioma do solo ou 4gua. Entretanto, os resultados aqui explorados,
forneceram algumas evidéncias sobre a ecologia bacteriana da area agricola em
estudo. As analises da taxonomia referente aos ciclos biogeoquimicos
mostraram que ndo ha micro-organismos em comum entre as amostras SVG e
FW com a do composto orgéanico (ZC). Analise exploratoria de dados, utilizando
NMDS, mostra uma distancia significativa das amostras SVG e FW da ZC

seguindo indice de dissimilaridade de Bray-Curtis. Deste modo, a partir dos
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estudos obtidos nesse estudo, pode-se sugerir que a agua utlizada para
irrigagao exerce maior influéncia nos atributos funcionais do solo do que o
composto organico aplicado na area. Uma vez que, pelo agrupamento
hierarquico esperava-se que a amostra SVG estivesse agrupada juntamente
com as outras amostras de solo selecionadas a fins comparativos. E pelo
contrario, a amostra SVG agrupou-se com as amostras de FW. A partir disso,
vale ressaltar entdo a qualidade da agua usada para fins de irrigacdo, onde se
observou que FW possui 6timas condi¢cdes para uso ndo possuindo qualquer
evidéncia de contaminacdo al6ctone, do composto organico ou do solo.
Entretanto, para garantir tal afirmacao, analises futuras sdo necessarias, com o
intuito de identificar singularidades de cada ambiente. Podendo ser realizados

experimentos controlados em casa de vegetac&do, micro ou mesocosmos.

Concluséao

Este estudo forneceu a base para compreensdo da estrutura da
comunidade microbiana de uma area sob grande atividade agricola. Onde se
utiliza irrigacao regular, e fertilizacdo com um composto organico feito a partir de
carcaca animal. Tanto o solo da horta quanto a 4gua usada para irrigacao
demonstraram possuir diversidade bacteriana de organismos comumente
encontrados em outras areas agricolas. Além disso, a analise do metabolismo
dos ciclos biogeoquimicos ilustrou um aspecto particular importante desses
ambientes. Através do exposto, € possivel também sugerir que a agua usada
para irrigacdo na area influencia as propriedades funcionais do solo da horta,
ressaltando a importancia da verificacdo constante da qualidade de sistemas
aguaticos além de sua protecdo. Ademais, as amostras analisadas neste estudo,
mostraram também um grande potencial biotecnoldgico que sera explorado em
trabalhos futuros. Fato esse observado devido aos aspectos taxondmicos e

funcionais.
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Tabela S1. Contagem dos filos bacterianos referentes aos metagenomas do solo
da horta (SVG1, SVG2, SVG3) e da agua usada para irrigacdo (FW1, FW2,
FW3). Os valores apresentados de cada metagenoma, sdo os normalizados
através de subamostragem utilizando o software Mothur. Para o teste de
significancia utilizou-se reamostragem de Monte Carlo e p-valores ajustados dos
dados previamente ajustados para MGLM. Os dados estédo classificados em
ordem crescente do p-valor.

Filo SVGl SVG2 SVG3 Fwil Fw2 FW3 p-valor
Acidobacteria 81 46 68 1 1 0 0,001
Actinobacteria 2554 2379 2605 552 393 382 0,001
Firmicutes 1364 1165 1195 33 6 22 0,001
Planctomycetes 72 59 62 8 4 4 0,001
Bacteroidetes 49 83 56 381 1443 1011 0,002
Chlamydiae 15 10 11 3 4 3 0,002
Chloroflexi 34 31 26 2 0 0 0,002
Cyanobacteria 13 20 14 72 58 43 0,002
Proteobacteria 774 890 728 2645 1790 1714 0,002
Gemmatimonadetes 11 21 5 1 0 0 0,004
Deinococcus-Thermus 1 3 9 0 0 0 0,038
Thermotogae 3 7 1 1 0 0 0,182
Synergistetes 3 0 1 0 0 0 0,34
Verrucomicrobia 20 31 39 24 4 14 0,543
Lentisphaerae 0 0 0 1 0 1 0,622
Deferribacteres 2 0 0 0 0 0 0,802
Nitrospirae 8 7 23 0 5 10 0,805
Dictyoglomi 5 0 0 0 1 0 0,964
Spirochaetes 0 1 9 12 3 7 0,964
Tenericutes 1 2 0 0 1 0 0,964
Chlorobi 2 0 0 0 0 1 0,965
Fusobacteria 2 0 0 0 1 1 1
unclassified Bacteria 1128 1387 1290 2406 2428 2929 1
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Tabela S2. Contagem dos géneros bacterianos referentes aos metagenomas do solo da horta (SVG1, SVG2, SVG3) e da dgua
usada para irrigacdo (FW1, FW2, FW3). Os valores apresentados de cada metagenoma, sdo os normalizados através de

subamostragem utilizando o software Mothur.

Para o teste de significancia utilizou-se reamostragem de Monte Carlo e p-

valores ajustados dos dados previamente ajustados para MGLM. Apenas 0s géneros que apresentaram p-valor < 0,05 sdo
mostrados. Os dados estao classificados em ordem crescente do p-valor.

Género SVGl SVG2 SVG3 Fwl FW2 FW3 p-valor
Acidimicrobium 14 10 20 1 1 1 0,001
Acidovorax 0 0 0 53 190 172 0,001
Aeromicrobium 14 24 13 1 0 1 0,001
Albidiferax 1 3 2 19 15 25 0,001
Bacillus 564 658 602 8 0 5 0,001
Bacteroides 0 0 0 22 15 10 0,001
Brevibacillus 14 12 9 0 0 0 0,001
Candidatus Aquiluna 0 0 0 27 32 35 0,001
Candidatus Koribacter 35 22 23 0 0 0 0,001
Candidatus Rhodoluna 0 0 0 196 200 128 0,001
Chitinophaga 4 6 2 41 43 55 0,001
Conexibacter 227 170 215 1 0 1 0,001
Cytophaga 2 6 1 66 112 78 0,001
Dolichospermum 0 0 0 16 21 18 0,001
Flectobacillus 0 0 0 53 155 67 0,001
Flexibacter 0 0 0 39 77 50 0,001
Frankia 53 97 54 4 1 4 0,001
Gemmata 15 16 11 1 0 2 0,001
Isosphaera 19 10 21 0 0 0 0,001
Lactobacillus 15 12 17 2 0 2 0,001
Leifsonia 13 13 7 48 57 88 0,001
Leucobacter 0 0 0 42 27 19 0,001




Microlunatus

Mycobacterium
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Blastopirellula
Corallococcus
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Abstract

This study aimed to evaluate the emulsion stability of solutions containing
exopolysaccharide and culture medium of a Sphingomonas sp. strain with various
hydrophobic compounds. The exopolysaccharide characterized belongs to a sphingan
group, however, not being a gellan gum as produced by certain Sphingomonas strains.
In general, the emulsifying indexes found in this study were above 70% for gasoline,
hexane, kerosene and used frying oil. Nonetheless, the best results were achieved in
kerosene solutions, which showed an index of 80% after 24 h, remaining stable for
more than 168 hours in combinations with various EPS concentrations. Interestingly,
diesel oil best results were singly achieved in solution pH of 11, showing an index of
around 65%. Furthermore, hexane obtained an index of 100% after 24 h when culture
medium was used. Thus, these findings highlight the use of EPS as a potential
bioemulsifier agent to enhance hydrocarbon degradation and emulsification effects in
environmental biotechnology.

Key words: bioemulsifier, biopolymer, diesel, kerosene.

Introduction

Bioemulsifier molecules have recently received increasing attention because of
their advantages over synthetic counterparts, which include low toxicity, high
biodegradability, better environmental compatibility, increased foaming and selectivity,
high specific activity at extreme temperatures, pH, and salinity [1].
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Sphingomonas is bacterial group widely spread in nature and commonly found
in soil and aquatic environments. These microorganisms are able to survive and grow
at low temperature, low nutrient concentration and toxic environments, being
characterized, among other things, by a high capacity to degrade environmentally
hazardous compounds [2, 3]. Several studies have reported production of extracellular
polymers by different strains of Sphingomonas [3, 4]. Among them, the ‘sphingans’,
which are structurally related exopolysaccharides (EPS) secreted by members of the
genus Sphingomonas; of which, the ‘gellan’ is a multifunctional gelling agent highly
produced by non-pathogenic strains, and currently, is one of the most important
emulsifiers commercially produced, as well as xanthan gum that is produced by
Xanthomonas campestris [5, 6].

Recently, there has been renewed interest in polysaccharides, particularly
microbial-produced ones, since they have high relevance in industrial and
environmental applications. These water-soluble carbohydrate polymers have a wide
range of functional properties. They are able to modify aqueous solution properties by
thickening, being also used as chelating, emulsifier, or stabilizer agents [7, 8]. In recent
years, many microbial polymers have been used as bioemulsifiers due to their ability
to stabilize emulsions between water and hydrophobic compounds [9].

In 1995, Ashtaputre and Shah studied the emulsifying activity of an
exopolysaccharide produced by Sphingomonas paucimobilis, showing most significant
results for polysaccharides in xylene and kerosene. These authors demonstrated EPS
stability at different temperatures, pH, salinity and times. So far, several other papers
have been reporting the characteristics of exopolysaccharides produced by
Sphingomonas strains [4, 11], including gellan gum production [5, 12—-14]. However,
there is a lack of researches on the emulsifying activity of EPS produced by
Sphingomonas, as cited above.

In order to understand EPS importance and major applications, mainly those
produced by Sphingomonas strains, which have been largely used in drug and food
industries, our study sought to evaluate the ability of an exopolysaccharide and culture
media produced by a wild-type strain of Sphingomonas sp. isolated from freshwater to

stabilize emulsions with several hydrophobic compounds.
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Material and methods

Microorganism

For this study, we used a wild-type bacterial strain isolated from stream
freshwater, which is intensively used in crop irrigation. Aside from the agricultural
activity influence, this stream also receives effluents from a zoo farm located in the city
of Aragoiaba da Serra - SP, Brazil.

The isolate was previously identified by sequence analysis of the 16S rDNA
gene and, a further BlastN analyses classified as Sphingomonas sp. those bacteria
primarily designed as C7 (KT372350) (Figure 1).

NR 028634.1 Sphingomonas yabuuchiae strain A1-18

NR 042578.1 Sphingomonas pseudosanguinis strain G1-2

NR 104893.1 Sphingomonas paucimobilis strain DSM 30198

NR 041389.1 Sphingomonas malluscorum strain An 18

NR 117942.1 Sphingomonas jejuensis strain MS-31

NR 074268.1 Sphingomonas wittichii RW1

NR 043612.1 Sphingomonas dokdonensis strain DS-4

NR 042493.1 Sphingomonas mucosissima strain CP173-2

NR 041681.1 Sphingomonas japonica strain KC7

NR 114119.1 Sphingomonas pituitosa strain NBRC 102491

NR 113897.1 Sphingomonas trueperi strain NBRC 100456

A Sphingomonas sp. LBMP C7

NR 113759.1 Sphingomonas azotifigens strain NBRC 15497

’7 NR 117830.1 Sphingomonas ginsenosidivorax strain KHI67
_%m 17716.1 Sphingomonas roseiflava strain MK341

L — NR 113868.1 Sphingomonas koreensis strain NBRC 16723

NR 113728.1 Sphingomonas adhaesiva strain NBRC 15099

AB054838.1 Gordonia polyisoprenivorans

—
0.02

Fig. 1 Classification of 16S rRNA gene sequences of the Sphingomonas sp. LBMP
C7. The analyses were conducted using the Maximum Likelihood method, with the K2-
parameter nucleotide substitution matrix and a bootstrap of 1000 replicates. The figure
displays only bootstrap values of at least = 50%. Scale: 0.02 nucleotide substitutions

per position.
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For routine isolate growth and evaluations of emulsifying activities, the bacterial
isolate was streaked in a PGYA medium containing glycerol (10 g L) as carbon source
and incubated for 24 h at 30°C. After 24 h, the inoculating strain was cultivated in a
250-mL flask (100 mL of medium) containing PGYL liquid medium on rotary shaker at
150 rpm for 24 h. At this time, a suspension with an optical density at 600nm (ODsoo)
of 2.5 was obtained. The temperature was maintained at 30°C. Aliquots of the
corresponding culture were transferred to 1000-mL Erlenmeyer flasks containing 500
mL of modified half-liquid PSYL medium (registration PI0304053-4) containing glucose
(10 g L1) as carbon source and incubated for 120 h at 150 rpm and 30°C.

EPS Production

For EPS production evaluation, pre-inocula were initially prepared from cultures
cultivated on solid PGYA medium, containing glycerol (10 g L™) as a carbon source.
After 24-h incubation at 30 °C, inoculated strain was cultivated in 125-mL flasks (20
mL of medium in each) with PGYL liquid medium and left on a rotary shaker (innova
4335, New Brunswick Scientific) at 140 rpm for 30 h. Then, we obtained a suspension
with an optical density at 600 nm (ODeoo) of 0.3 at a temperature remained at 30 °C.
Subsequently, aliquots of the corresponding cultures were transferred into 1000-mL
Erlenmeyer flasks containing 500-mL of half-liquid PSYL medium at a final
concentration of 0.10% (v/v) and incubated for 48 h at 150 rpm and 30 °C.

EPS Extraction

For EPS extraction, cold 96% ethanol was added to the supernatant obtained
from centrifugation at a 1:3 (v/v) ethanol: supernatant ratio to precipitate the EPS [15].
At this stage, it was promptly possible to observe precipitate formation. This precipitate
was washed several times with ethanol, which was subsequently evaporated. The
solvent precipitation also achieved a partial polymer purification by eliminating soluble

components from culture media [16].
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EPS production was measured in a precision scale after drying the precipitated
product in a Hetovac VR-1 lyophilizer until constant weight (grams of EPS per liter of

culture medium). The results were presented as means + standard error.

EPS monosaccharide composition by RP-HPLC

For EPS monosaccharide composition analysis, raw EPS preparation was
identified by RP-HPLC using the 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone monomer chemical

identification methodology with modifications accordingly to Castellane et al. [17].

Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

EPS characterization was finished by acquisition of FTIR absorption spectra.
Pellets for infrared analysis were obtained by grinding 1 mg of EPS. The FTIR spectra
were obtained with a Paragon 1000, Perkin—Elmer spectrometer (4000-400 cm™, 4
cm™ of spectral resolution, and 64 scans). The spectra were baseline and offset
corrected from 3000 to 2800 cm™ and from 1800 to 900 cm™, and normalized by the
intensity of the amide Il peak (intensity=100) at 1550 cm™ [18].

Surface Tension Measurement

Surface tension measurements were performed by the du N6éuyring method
using a Krus Tensiometer K12 (Kris, Helsinki, Finland) on EPS solubilized in ultra-
pure water at concentrations ranging from 0 to 5.0 mg/mL. All determinations were

performed in three replicates.

Emulsifying Activity

EPS capacity to stabilize emulsions using various hydrophobic compounds was

tested as described by Freitas et al. [9]. Emulsion formation and stabilization were
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assessed for four different EPS concentrations. Certain amounts of EPS aqueous
solutions (0.5, 1, 2 and 3 mg mL™1) were mixed with each hydrophobic compound (3:2,
v/v ratio) and stirred in the vortex. After 24 and 168 h, we measured emulsification
index using the following equation for both times: Ex = (he/ hT) x 100; wherein, Ex is
the emulsification index after stirring for 24 (Ez24) and 168 (Eies) hours, he is the
emulsion height (in mm), and hT is the mixture height (in mm). Tested compounds
consisted of hydrocarbons as diesel oil, hexane, gasoline, kerosene, which were
purchased at local market; and used frying oil, which was provided by a local
restaurant. We also assessed emulsion formation and stabilization of culture media
mixed with each hydrophobic compound (3:2, v/v ratio) and stirred in the vortex as

described above.

Thermal and pH stability

Emulsions were heated in a water bath at 80 °C for 1 hour to study the heat
effects on EPS emulsifying activities. The samples were allowed to stand at room
temperature for 1h after treatment and, before index measurements, we compared
these results to the corresponding values taken before heating.

Next, diesel oil was selected for pH analysis. Therefore, we prepared four EPS
solutions of 1 mg mL* at different pH values (3, 5, 9 and 11). All emulsions were mixed
and measured as previously described and then compared with the corresponding

values obtained prior to analysis.

Data analysis

All determinations reported here were performed in triplicate, and results were
presented as mean values. Data underwent analysis of variance (ANOVA), and means
were compared by the Tukey’s test (p < 0.05). For the analyses, we used the R
software (https://cran.r-project.org/).
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Results

EPS production by Sphingomonas sp. strain C7 was quantified by culture ethyl
alcohol precipitation being expressed in lyophilized weight per liter. Interestingly, we
obtained 3.55 g L of EPS in a final pH growth of 6.5, after 48 h. Then, the EPS was
diluted (m/v) in ultra-pure water at different concentrations, in which we reached a pH
around neutrality (pH 7.3).

From FT-IR spectroscopy, we could clearly demonstrate EPS high intensity of
acetate and carboxylate groups (Figure 2), at peaks of 1730 cm™ and 1455 cm?,
respectively. In addition, HPLC outcomes revealed EPS is a heteropolysaccharide
composed of mannose, rhamnose, glucuronic acid, glucose, galactose and xylose
(Figure 3). Among them, glucose was predominant representing 51%. However, there
was no significant reduction in the surface tension of the EPS (data not shown). The
surface tension of water (75 mN/m) was reduced around 10%, whereas no further

decrease was observed.
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Fig. 2 Gram-negative bacterium Sphingomonas sp. representative FT-IR absorbance
spectrum. The figure displays the extracted exopolysaccharide intensities, the
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numbers highlighted represent the biomolecule biochemical bounds: (A) 3425 cm-1 O-
H bound, (1) 1730 cm-1 C=0 bound like acetate ester, (2) 1640 cm-1 O-H bounds like
carbohydrates, (3) 1455 cm-1 COO- bounds (carboxylate) from pyruvate or glucuronic

acids, (4) 1085 cm-1 C-O bounds common for carbohydrates.
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Fig. 3 EPS sample monosaccharide analysis using the PMP derivative HPLC-UV
method of the EPS acid hydrolysate. The chromatographs of the EPS from show peaks
for (1) mannose, (2) rhamnose, (3) glucuronic acid, (4) glucose, (5) galactose and (6)
xylose.

It is noteworthy mention that the emulsifying activities shown in Table 1 became
consistent emulsions after 24 h for some of the hydrophobic substrates, such as
gasoline, hexane, kerosene and used frying oil, either at an EPS concentration of 0.5
or 1 mg mL™,

We considered as best results those of emulsifying indexes E24 = 70%. For
gasoline, the best result of emulsion stability was reached after 168 h using 3 mg mL"
1 of EPS, having an index E24 > 80%. Yet for hexane, it was reached an E24 2 75%,
using an EPS concentration of 2 mg mL-1; however, after 168 h, this solution was no
longer stable. Conversely, the same hydrocarbon obtained an E24 > 90% after 24 hours
using 3 mg mL* of EPS; aside from that, after 168 h, this index raised to 100% (E1es =
100%). For used frying oil, the best emulsions were reached for concentrations of 1

and 2 mg mL* of EPS (E24 > 80%), nevertheless being unstable. Finally, for kerosene,



75

the best result (E24 > 80%) was achieved using EPS concentrations of 1 and 3 mg mL"
1, though the first emulsion was improved after 168 h, while the second remained
stable. Yet for 2 mg mL! of the same solution, emulsion remained stable, with an E24
> 90% (Table 1).

Table 1. Emulsifying activity after 24 hours (E2s) and 168 hours (Eies) using
hydrocarbon (diesel, gasoline, hexane and kerosene) and residual oils (used frying oil)

at different EPS concentrations. Data are presented as means and standard deviation.

Oil EPS concentration E24 E1es
(mg mL+) (%) (%)
Diesel 0.5 17.7+4 109+3
Diesel 1 28.4+139 189+8.1
Diesel 61.6+3.2 56.2+0.9
Diesel 3 53.8+1.8 52.7+1.3
Gasoline 0.5 505 51.4+0.1
Gasoline 1 55.3+1.3 53.3+0.7
Gasoline 63.1+0.8 579+53
Gasoline 3 88.3+53 843+43
Hexane 0.5 26.3+95 3391145
Hexane 1 515+6 61.8+7
Hexane 755+58 66.2+13.1
Hexane 3 92.3+6.9 100+ 0
Kerosene 0.5 47.4+7.9 44 + 3.4
Kerosene 1 81.6+13 929+14
Kerosene 94.1+1.8 93+1.1
Kerosene 3 85.6+58 76.1+3.3
Used frying oil 0.5 556.7+0.8 515%x15
Used frying oil 1 84.6+13.1 65+10.7
Used frying oil 2 895+76 67.6x21.6
Used frying oil 3 68.6+10.6 51.5+0

Values in bold: Emulsifying Index with values above 70%.



76

Furthermore, heat treatments caused significant effects on bioemulsifier
performances as seen in Figure 4. According to our results, most of the emulsions
were not stable; however, kerosene emulsions at 2 mg mL - of EPS obtained the best

results due to great stability with and without heating after both 24 and 168 h.

————

B Diesel
l Gasoline

W Hexane

—

#Kerosene

7 Used frying oil

Emulsification index (%)
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(9%}

Fig. 4 Effects of heat (80°C) on stabilities of the hydrocarbon and residual oils
esmulsification capacities of the EPS. Different EPS concentrations were used to

emulsify diesel oil, gasoline, hexane, kerosene and used frying oil.

In addition, result comparisons, as a rule, showed no combinations of EPS
concentrations and different pH values were significant for diesel oil, even with an index
above 50% by concentration of 2 mg mL*. Once diesel has shown the shortest
emulsifying index and as it is a major soil and water pollutant, we selected it to have
its emulsifying activity improved. Thus, we altered pH values using an EPS
concentration of 1 mg mL* (Table 2). Hence, the smaller the EPS concentration is to
emulsify an oil, the more economic and feasible it would be considered. By these
modifications, we found the best emulsion results at a pH 11 for diesel oil, reaching an
index of E24 > 65%; however, such stability was not remained after 168 h.

The results on the use of culture media can be seen in Table 3. They show a
great potential of emulsifying activity for all oils; however, the greatest potential was

observed for hexane, once it achieved a complete emulsion and stability.
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Table 2. Emulsifying activity after 24 hours (E24), 24 hours at 80°C (E24T) and 168
hours (E168) using diesel and an EPS concentration of 1mg mL"! at various pH values.

Data are presented as means and standard deviation.

pH E24 (%) E2at (%) E16s (%)
25.99 + 4.46° 19.73 £ 3.14° 25.29 + 1.27°
16.74 +7.27 ¢ 10.86 + 1.89°¢ 18.93 £ 0.17%¢
13.32 £4.17°¢ 13.42 +1.71°¢ 6.54 £ 5.79¢

11 67.06 + 1.042 60.37 + 0.862 61.94 + 2.082

Means with the same letter are not significantly different within columns.

Table 3. Emulsifying activity using hydrocarbon and residual oils with bacterial culture
media and emulsion stabilization after 24 (E24) and after 168 hours (Eies). Data are

presented as means and standard deviation.

Oil E24 (%) Eies (%)
Diesel 542+3.1 55127

Gasoline 71.2+27 759%3

Hexane 100+0 1000

Used frying oil 87.5+17.7 85.9+20
Kerosene 75.2+7.7 78157

Discussion

Several microorganisms are characterized by producing a wide range of
bioemulsifiers of high or low molecular weight, such as EPS [19]. These substances
have major physico-chemical properties like tolerance to extreme conditions of pH,
temperature and salinity, besides of low toxicity and high biodegradability, being thus
suitable for various environmental applications as enhancer of hydrocarbon

biodegradation and bioemulsification, for example [1, 19].
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We selected hydrocarbon and residual oils because of their impact on the
environment worldwide. Furthermore, our research group has studied emulsification
activity of some of these oils using EPS from rhizobia strains.

Interestingly, from the HPLC analysis, we found glucuronic acid, which is one of
the components of sphingans [4, 20]. This fact may also explain the strong carboxylate
peak in the EPS through the FT-IR analysis. In addition, we detected mannose, which
is an usual component commonly found in other sphingans like S- 88 and S-198 [7,
21, 22]. By the above mentioned characterization, we may infer that the studied EPS
show a composition similar to those belonged to sphingan family, being produced by
several Sphingomonas strains [4, 7]. However, there are variations in the repeating
structure of sphingans, which produce distinct differences in rheology [7]. Accordingly
to Fialho et al. [5], sphingans share the same linear tetrasaccharide backbone structure
(X-glucose-glucuronic acid-glucose-X, where X is better L-rhamnose or L-mannose) to
which distinct side groups are attached.

The unexpected failure of EPS to reduce the surface tension of water can
indicate that the main stabilizing effect of EPS was not due to its surface-active
properties, as highlighted by [10] that obtained similar results from a viscous EPS
produced by Sphingomonas paucimobilis.

It is clear that the EPS tested in this study produced stable emulsions at different
concentrations of EPS; however, this statement relies on the oil type. Surprisingly,
kerosene emulsification achieved good results. As mentioned in the prior section, the
EPS concentration of 2 mg mL* as hydrocarbon bioemulsifier showed great stability,
being similar to the findings of Ashtaputre and Shah [10], who used EPS from S.
paucimobilis. Nevertheless, the EPS from Salipiger mucosus A3, used as bioemulsifier
for the same hydrocarbon by Llamas et al. [23], showed a lower emulsifying index than
the one we found; even though the authors obtained an E24 = 70%; it was not stable
after 24 h.

Good results could be found for hexane, for two tested concentrations, similar
to results found by Freitas et al. [9]. Differently, comparing our results with the
bioemulsifiers studied by Moretto et al. [8] at 1 g L'* of EPS, we can note that their
emulsifying indexes (E24) ranged around 20%.
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Even though we reached emulsifying indexes above 50% with 2 mg EPS per
mL of diesel oil, other authors such as [8, 24, 25] had difficulties to emulsify the same
hydrocarbon. On the other hand, Wu et al. [26] observed that sphingan Ss, produced
by Sphingomonas sanxanigenens NXO02, promoted formation of 100% emulsified
layers stably with diesel when its concentration exceeded 1,000 mg L (0.1%, w/v) at
room temperature. Aiming to achieve optimal results, changes in pH, made in our
study, were valuable, observing the best result for diesel oil at a pH of 11, which was
similar to results found by Moretto et al. [8].

The emulsion stability under different pH is dependent on the chemical
composition, structure and the compound to be emulsified [9]. For example, the
exopolysaccharide produced by S. paucimobilis has shown to be able to emulsify
kerosene, being the emulsions stable for the pH range 2 — 10 [10]. On the other hand,
the exopolysaccharide produced by Bacillus megaterium formed emulsions whose
stability increased with pH range from 4 to 8 [25].

As mentioned in the results section, we also tested culture media to analyze its
influence on biomass cell. An unanticipated finding was regarding hexane, we can
hypothesize that the used Sphingomonas sp. strain is able to degrade this chemical;
however, specific studies must be carried out to confirm such statement. Sun et al [3]
reported a high chlorine-resistant capacity of a Sphingomonas strain isolated from a
model drinking water distribution system, which can confirm the great environmental
application of this bacterial group. The previously cited paper and our study are two of
several studies found in literature on Sphingomonas biotechnological applications and
evidence its importance on this subject.

As we saw here, culture media had a great potential for hexane emulsion;
nevertheless, we want to highlight the great potential of EPS as hydrocarbon
bioemulsifier, mainly for kerosene given its emulsifying index and stability. According
to these results, we can suggest the studied EPS in biological applications as a safe

alternative to chemical emulsifiers.
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Conclusion

A few EPSs from Sphingomonas strains have been studied as emulsifiers for
hydrocarbon and residual oils. The one studied here can be used as emulsifier for
solutions with diesel, gasoline, hexane, kerosene and used frying oil, reaching different
degrees of stability. Among our findings, kerosene emulsion had remarkable results,
since it showed a good emulsifying index and emulsion stability for a long-term period,
as well as thermal stability. Furthermore, our findings promoted significant contribution
by showing EPS potential as a bioemulsifier agent that would enhance hydrocarbon
degradation and emulsification effects in environmental biotechnology.
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CAPITULO 4 - Consideragdes finais

A pesquisa realizada com as amostras ambientais do solo da horta e da agua
utilizada para irrigacdo da fazenda da Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo,
permitiram uma avaliacdo microbioldgica praticamente completa do local. Uma vez
gue se analisou a diversidade bacteriana, perfil funcional, isolamento de bactérias e
potencial biotecnolédgico de bioprodutos produzidos a partir de isolados.

Os estudos metagendomicos realizados, foram essenciais para fornecer uma
primeira analise exploratéria dos ambientes no qual nunca haviam sido analisados.
Através do estudo da diversidade bacteriana pode-se perceber que as bactérias
presentes em abundancia tanto no solo da horta quanto na &gua utilizada para
irrigacdo sdo comumente encontradas em areas agricolas.

Com relacédo ao solo, pode se observar uma elevada concentracéo de fésforo
na area quando os resultados sdo comparados a outros estudos de fertilidade, o que
em termos agrondmicos é considerado normal, uma vez que ha necessidade desse
macro nutriente para melhorar a produtividade do local. Além do que, tanto plantas
guanto micro-organismos necessitam de fosfato para atividades celulares. A
comunidade bacteriana encontrada em maior abundancia no solo, sdo, em sua
maioria, responsaveis por processos de degradacdo da matéria organica e producao
de enzimas extracelulares de grande interesse na agroindustria.

Na agua verificou-se que ndo ha presenca de florescimento de cianobactérias
ou algas. Além do que, a mesma apresenta boas condi¢cdes de uso para irrigacao
como ja comprovado em outros trabalhos do grupo de pesquisa, e também pelos
dados fisicos e quimicos apresentados nesta tese. A comunidade bacteriana
encontrada em maior abundéancia na agua, € responsavel por diversos processos,
principalmente aqueles relacionados a cadeia alimentar e ciclos biogeoquimicos.

Com relagéo ao perfil funcional dos ambientes analisados, ficou claro que h&a
maior influéncia da agua utilizada para irrigacao no solo do que o composto organico
utilizado como fertilizante ha mais de 10 anos no local. Composto orgéanico esse,
considerado atipico, uma vez que além da utilizacédo de residuos vegetais € utilizado
no processo de compostagem carcagca de animais de grande e pequeno porte do

proprio zoologico. Entretanto, a afirmagéo sobre a influéncia dos atributos funcionais
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da agua no solo, é feita apenas de acordo com os dados obtidos neste trabalho sem
um controle negativo da &rea, uma vez que o local recebe esse composto organico hi
muito tempo. Analises in silico sobre a presenca dos principais genes de viruléncia de
Eschrichia coli enteropatogénica (eae) ou produtora de shiga toxina (stx), relacionados
com qualidade da agua e alimentos, ndo foram detectados. Confirmando o mesmo
resultado obtido através da técnica de PCR, realizado no trabalho de mestrado de
outro membro do grupo de pesquisa (Célico, 2015).

Houve também, o isolamento de bactérias a partir de amostras de agua, e com
0 mesmo obteve-se um total de 93 isolados bacterianos. A partir desses isolados,
foram realizados testes para a producao de exopolissacarideos (EPS). O que resultou
em apenas trés coldnias bacterianas capazes de produzi-lo, entretanto, em meio
liguido apenas a bactéria identificada como da espécie Sphingomonas sp. foi capaz
de produzir uma boa quantidade de EPS em 48 horas. O uso do exopolissacarideo
(EPS) produzido pela espécie Sphingomonas sp. C7 demonstrou grande potencial
biotecnolégico como emulsificante de 6leos e hidrocarbonetos. Principalmente no que
se refere a emulsificacdo de hexano e querosene. De acordo com pesquisas em
literatura praticamente ndo ha trabalhos envolvendo o uso EPS de diferentes espécies
de Sphingomonas como bioemulsificantes, sendo o trabalho aqui apresentado um dos
poucos que relatam essa aplicacao. Apesar de o EPS estudado ter apresentado 6tima
capacidade emulsificante ele ndo foi um bom biotensoativo, o que ndo € um problema
com os resultados obtidos. Ou seja, mesmo 0 EPS néo sendo capaz diminuir a tenséo
superficial da agua, como acontece em muitos agentes biosurfactantes, ele foi capaz
de emulsionar muito bem os 6leos testados neste estudo. Estudos futuros indicando
guais outras caracteristicas do EPS podem ser responsaveis pelo 6timo potencial de
emulsificacao desses hidrocarbonetos sao fundamentais para o melhor entendimento
do processo.

Apesar dos outros 92 isolados bacterianos nédo serem capazes de produzir
EPS, futuros testes de producgéo de enzimas extracelulares podem ser feitos com os
mesmos. Uma vez que, em um primeiro screening dos 93 isolados bacterianos, foi
possivel verificar 33 isolados capazes de solubilizar fosfato e 07 possivelmente

capazes de produzir amilase.
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Por fim, em uma analise global observando os resultados obtidos pela analise
metagendmica e também do potencial biotecnoldgico do isolado bacteriano da 4gua
utilizada para irrigacdo, fica claro que os ambientes estudados neste trabalho
possuem um grande potencial ainda inexplorado.

Através de observacdes feitas nas vias bioquimicas relacionadas ao
metabolismo e degradacdo de xenobioticos utilizando a ferramenta Kegg Mapper do
MG-RAST, percebeu-se o potencial biotecnolégico que ainda pode ser extraido dos
dados obtidos (observar anexos). A busca por genes relacionados ao metabolismo e
degradacdo de xenobiodticos € importante uma vez que esse tipo de composto nédo
ocorre naturalmente, e além disso poluem o meio ambiente. Além disso, as
informacBes acessadas sdo importantes, uma vez que observando os mapas de
degradacéo, percebe-se a presenca de varias enzimas relacionadas ao metabolismo
de drogas e farmacos, como por exemplo, tamoxifeno, metadona, &cido valpréico e
fluorouracila. A maioria dos farmacos encontrados, com as vias bioquimicas quase
completas estéo relacionadas a agentes anticancerigenos, ressaltando ainda mais a
importancia de estudos futuros a partir dos dados obtidos nesse estudo. Trabalhos
futuros com foco apenas no potencial biotecnolégico dos metagenomas devem ser
explorados para melhor entender a dindmica dos ambientes e também contribuir com

estudos voltados para area de biotecnologia e microbiologia ambiental.
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APENDICE

Vias de metabolismo e degradacdo de xenobibticos de acordo com a ferramenta Kegg Mapper apresentada para analise no
MG-RAST. Os dados foram gerados utilizando-se como parametros: e-value maximo le-5, identidade minima 80%, tamanho
minimo para alinhamento dos reads 20 aminoacidos. A cor azul representa as amostras de agua (FW, n = 3) e vermelho solo
(SVG, n = 3).
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DRUG METABOLISM - CYTOCHRONME P450
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