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RESUMO

SILVA, M. G. G. Diversidade funcional em solos de Terra Preta de indio da Amazonia e
carvao pirogénico. 2011. 187 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba.

Solos com horizonte superficial antropico, conhecidos como Terra Preta Antropogénica
(TPA), Terra Preta de Indio (TPI) ou simplesmente Terra Preta, representam um dos mais
marcantes registros da antiga ocupacdo humana na regido amazonica, sendo comumente
localizados ao longo de rios e interfluvios, ocupando varzeas, elevacdes marginais adjacentes
e terra firme. Um dos principais fatores responsaveis pelo comportamento diferenciado dos
solos TPI ¢ a maior quantidade e a diferenga qualitativa da sua matéria organica, que consiste
em, aproximadamente, 35% de carvao pirogénico. A presenca de material organico estavel e a
atividade biologica indicam que as TPI podem ser sitios de alta diversidade microbiana. O
manejo da matéria organica visando a conservacdo e melhoria da qualidade do solo ¢
fundamental na ciclagem de nutrientes e na manutengdo da sustentabilidade dos
agroecossistemas tropicais. Nesse contexto, os processos de biodegradacdo regem grande
parte do ciclo do carbono, cuja fragdo bioldgica ¢ dependente de enzimas microbianas como
as dioxigenases, que utilizam compostos organicos presentes no solo como fonte de carbono e
energia. A caracterizagdo e o isolamento de bactérias potencialmente degradadoras de
residuos orgédnicos em solos TPI pode gerar dados indicativos da qualidade biologica
desse solo, além de prover informagdes sobre a diversidade genética destes micro-
organismos. Da mesma forma, o estudo da diversidade de genes catabolicos pode facilitar
a compreensao das bases adaptativas de micro-organismos funcionais do carvao
pirogénico e seu papel no equilibrio da fertilidade das TPI, além de determinar sua
influéncia nas comunidades bioldgicas destes solos. Este estudo analisou a diversidade de
comunidades bacterianas associadas a processos de degradacdo de compostos aromaticos
em amostras de solo TPI e carvado pirogénico na Amazdnia Central, coletadas nos sitios do
Caldeirdo sob capoeira e sob cultivo agricola, Costa do Ac¢utuba, Hatahara e Balbina, por
meio de técnicas de cultivo e técnicas moleculares. Estes sitios sdo caracterizados por
diferentes épocas de ocupagdo pelas populacdes indigenas, que variam desde 1200 anos
atras (Caldeirao) até mais de 2000 anos, como o Costa do Agutuba. Os isolados obtidos a
partir do enriquecimento apresentaram grande diversidade de géneros e espécies,
extensamente descritas como degradadores de varios substratos aromaticos, tanto naturais

quanto xenobidticos. As bibliotecas de clones contendo genes funcionais mostraram que a



diversidade microbiana no carvado pirogénico foi frequentemente maior em relacdo aos
solos TPI. A grande maioria dos clusters gerados no pirosequenciamento (98%) reuniu
sequéncias de dioxigenases obtidas unicamente neste estudo. A abundancia de genes
catabolicos foi determinada por PCR quantitativo. Os resultados deste estudo
apresentaram uma diversidade de genes associados a ciclagem de C ainda nao descrita em
solos antropicos da Amazodnia, demonstrando o papel fundamental das comunidades

microbianas funcionais na manutenc¢ao da fertilidade dos solos TPI.

Palavras-chave: Bacteria, Biologia molecular, Ecologia microbiana, Solo



ABSTRACT

SILVA, M. G. G. Functional diversity in Amazonian Dark Earth soils and black carbon.
2011. 187 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,

Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba.

Antropogenic Dark Earth or Amazonian Dark Earth soils (ADE) represents one of the most
important records of pre-Colombian settlements in Brazilian Amazon region, commonly
located along rivers and interfluves. One of the main factors responsible for the singular
features of these soils is the presence of high amounts of pirogenic black carbon or biochar,
consisting of approximately 35% along anthropogenic surface. The presence of stable organic
matter and biological activity are indicative that ADE soils may be hotspots of microbial
diversity. The management of organic matter with the aim of conserving and improving soil
quality is critical to nutrient cycling and maintenance of sustainable tropical agroecosystems.
In this context, the biodegradation processes govern most of the carbon biogeochemical cycle,
which quite depends on microbial enzymes such as dioxygenases, which use organic
compounds in soil as carbon source and energy. The characterization and isolation of
potentially degrader bacteria from ADE soils can generate indicative data of the biological
quality of these soils, as well as provide information of the genetic diversity of these
microorganisms. Likewise, studies involving diversity of catabolic genes may facilitate the
understanding of the role of functional microorganisms present in black carbon in the balance
of the fertility of ADE soils, besides the evaluation of their influence on biological
communities in these soils. This study assessed the diversity of bacterial communities
associated with degradation processes of aromatic compounds in ADE soils and black carbon
in Central Amazon through cultivation and molecular techniques. The samples were collected
in Caldeirdo Experimental Station (Embrapa-CPAA) under secondary forest and manioc
culture, along with Costa do Agutuba, Hatahara and Balbina sites. These TPI sites are
characterized by distinct ages of occupation by pre-Colombian populations, ranging from
1,200 years ago (Caldeirdo sites) to more than 2,000 years, such Costa do Agutuba site. The
isolates obtained from enrichment showed great diversity of species and genera, widely
described as potentially degraders of a wide range of aromatic substrates, both natural and
xenobiotic. The clone libraries containing functional genes showed that the microbial
diversity in black carbon was often greater in relation to soil ADE. The vast majority of
clusters generated by pyrosequencing (98%) grouped dioxygenases sequences obtained solely

in this study. The abundance of catabolic genes was determined by quantitative PCR. The



results of this study showed great diversity of genes associated with C cycling, not previously
reported in Amazonian anthropogenic soils, proving the essential role of functional microbial

communities supporting the fertility of ADE soils.

Keywords: Bacteria, Molecular biology, Microbial ecology, Soil
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1 INTRODUCAO

Antrossolos associados a assentamentos pré-colombianos na regido amazonica sao
exemplos de como as atividades antropicas podem promover a diversidade metabdlica
das popula¢des microbianas no solo. Os solos de “Terra Preta de Indio” da Amazonia
(TPI) sao normalmente encontrados em sitios arqueoldgicos onde viveram grupos
indigenas pré-historicos e possuem altas concentragcdes de nutrientes, matéria organica e

elevada quantidade de carvao pirogénico (CP) em relagdo aos solos adjacentes.

Estes solos antropicos constituem um nicho de alta diversidade microbiana e um
ambiente especifico para processos de biossintese e biodegradagao, cuja fragdo biologica
¢ amplamente dependente de enzimas microbianas que utilizam compostos organicos

como fonte de carbono e energia.

Nesse sentido, a caracterizagdo de genes funcionais em solos TPI pode gerar
informacao sobre a influéncia da microbiota no equilibrio da fertilidade desses solos e seu
envolvimento nos ciclos biogeoquimicos. Além disso, o isolamento de micro-organismos
envolvidos em processos de degradagdo de compostos aromaticos a partir de solos TPI
pode fornecer dados indicativos da qualidade bioldgica desse solo e sobre a
diversidade genética destes organismos. A compreensdo das fun¢des exercidas pelas
comunidades de Bacteria no solo e as interagdes com outros componentes da
biodiversidade, pode gerar beneficios econdmicos e estratégicos, bem como a descoberta
de micro-organismos potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos e a

sustentabilidade da agricultura familiar na regido.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo analisar a diversidade funcional de
gene catabolicos de degradacdo bacteriana de hidrocarbonetos aromaticos em solos TPI e
carvao pirogénico através de técnicas moleculares independentes de cultivo, além de

isolamento a partir de enriquecimento em meio mineral.

Desta forma, o capitulo introdutdrio apresenta uma revisdo de literatura sobre os
solos de Terra Preta de Indio da Amazénia e o carvio pirogénico, e sobre o uso da técnica
de cultivo em meio seletivo para isolamento de micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos aromaticos a partir de solos TPI. Além disso, apresenta técnicas

moleculares independentes do cultivo, como a construcdo de bibliotecas metagenomicas

16
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contendo o gene funcional de biodegradagdo microbiana e a técnica de sequenciamento
em larga escala ou pirosequenciamento, utilizadas para estimar a diversidade funcional de

genes catabolicos em solos TPI e carvao pirogénico.

1.1 Revisao de Literatura

1.1.1 Os solos de Terra Preta de Indio da Amazonia e o carvao pirogénico

A Amazonia, maior floresta do mundo, espalha-se por seis paises da América Latina e
representa a vigésima parte de toda a superficie continental da Terra. Com freqiiéncia, a
Amazobnia € vista como um ambiente uniforme de alta pluviosidade e altas temperaturas,
representado pela floresta tropical umida densa com solos que estdo entre os mais jovens e 0s
mais antigos do mundo. Do ponto de vista agrondmico, esses solos sao acidos, saturados por
aluminio téxico e deficientes na maioria dos nutrientes minerais, fatos que, segundo Meggers
(1996), teriam sido uma limitagdo natural (determinismo ecoldgico) imposta ao

desenvolvimento humano na Amazonia.

Na realidade, as condi¢des ambientais na Amazonia sdo muito mais diversificadas, e a
ampla diversidade das condi¢des climaticas é acompanhada por variagdes na vegetagao, nos
tipos e nas propriedades dos solos (SOMBROEK, 2000). Estes dados podem parecer
contraditdrios a primeira vista, pois nesses solos encontram-se os ecossistemas florestais com
maior riqueza de espécies arboreas do mundo (GENTRY, 1988). A explicacdo reside no fato
de as plantas terem desenvolvido, ao longo dos anos, estratégias eficientes de uso e estoque
dos nutrientes reciclados da liteira decomposta da pela fauna do solo, sobre tudo pela agao de
micro-organismos; assim, a perda de nutrientes ¢ minima e a contribui¢do da microbiota do

solo fundamental para a manuten¢@o e funcionamentos desses ecossistemas naturais.

Evidéncias arqueoldgicas indicam que atividades humanas antigas nos habitats
amazonicos transformaram significativamente as paisagens na vizinhanga dos seus
assentamentos, notadamente no periodo pré-historico tardio. Em muitas regides, sociedades
indigenas formaram extensos depositos de residuos, para muitos simplesmente rejeitos, que
alteraram as propriedades do solo (LEHMANN et al., 2003), incrementando ou diminuindo

suas aptidoes. Sabe-se ha muito tempo que a paisagem e os ambientes geoldgicos estdo em
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constante transformagdo, e avaliar qual o impacto humano sobre eles, especialmente no curto
e recente passado geologico, € especialmente importante para entender como modificagdes no
ambiente podem influenciar a diversidade biologica de um determinado habitat (COSTA et

al., 2009).

Solos com horizonte superficial antrépico, conhecidos como Terra Preta
Antropogénica (TPA), Terra Preta de Indio (TPI) ou simplesmente Terra Preta (KAMPF;
KERN, 2005) (Figura 1.1), representam um dos mais marcantes registros da antiga ocupagao
humana na regido amazoOnica, e encontram-se distribuidos aleatoriamente, comumente
localizados ao longo de rios e interfluvios, ocupando varzeas, elevacdes marginais adjacentes
e terra firme. Estima-se que os solos TPI representem de 0,1 a 0,3% (de 6 a 18 mil km?) da

Bacia Amazonica (SOMBROEK et al., 2003).

B R

Figura 1.1 - Perfil tipico de solo de TPI, no sitio Hatahara

Fonte: National Geographic, Amazdnia ano 100

Uma vez que a grande maioria da regido Amazonica ¢ sustentada por solos acidos e
com baixa fertilidade natural para a agricultura, os solos TPI sdo considerados pecas-chave na
busca de solugdes para a sustentabilidade dos sistemas de producao agricola na Amazonia,

pois consistem em pequenas manchas escuras de solo que podem variar de um hectare ou
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menos até varias centenas de hectares, e apresentam visivel distribuicdo de fragmentos de
ceramica e artefatos liticos, cujas concentragdes condicionam caracteristicas fisicas e hidricas
especificas nas TPI (PETERSEN et al., 2001). Além disto, estes solos apresentam altas
concentragdes de nutrientes e matéria organica, provavelmente pelo manejo de restos
organicos de origem vegetal (folhas e talos de palmeiras diversas, cascas de mandioca e
sementes) e de origem animal (ossos, sangue, gordura, fezes, carapacas de quelonios e

conchas), e do fogo pelas populacdes pré-colombianas (KERN; COSTA, 1997).

Esse grande aporte de material organico, provavelmente, tenha contribuido para a
formacgado de solos altamente férteis, com teor elevado de matéria orgénica estavel de origem
pirogénica. As TPI apresentam elevados teores de fosforo, célcio e alguns micronutrientes,
como o manganés € o zinco, além de pH mais elevado, baixa saturacdo por Al e Fe, e
elevados niveis de capacidade de troca cationica (CTC) (KERN; KAMPF, 1989). Da mesma
forma, os teores de matéria organica estavel sdo superiores em até trés vezes em relagdo aos
solos adjacentes inférteis. Isto se deve provavelmente as caracteristicas mineraldgicas desses
solos organicos ou devido a presenca de maior quantidade de carvao pirogé€nico (carvao
vegetal ou organico), que pode chegar a 70 vezes mais em relagdo aos solos de origem, onde
ocorre rapida decomposi¢cdo da matéria organica devido as altas temperaturas, precipitacdes

elevadas ¢ deficiéncia de minerais estaveis (MCCANN et al., 2001; GLASER, 2007).

Aparentemente, o carvao pirogénico ¢ encontrado em todos os ambientes, e isso tem
importantes implicagdes para o ciclo global do carbono (SIMPSON; HATCHER, 2004). Em
solos brasileiros, quantidades significativas de carvao pirogénico sdo encontradas em solos
com historico de incéndios naturais ou provocados, como nos casos do Cerrado (ROSCOE et
al., 2001) e ambientes rupestres altimontanos (BENITES et al., 2005). Glaser et al. (2000;
2001) mostraram que, em solos antrépicos da Amazonia como as TPI, a matéria organica
consiste em, aproximadamente, 35% de carvao pirogénico ao longo do espesso horizonte A
antropico, sendo que estes valores aumentam com o aumento do contetido de argila. Nos solos
vizinhos as manchas de Terra Preta, os latossolos com outros tipos de horizonte A, o carvao
pirogénico ocorre somente nos primeiros centimetros do perfil constituindo cerca de 14% da

matéria organica do solo.

O carvao pirogénico constitui uma forma altamente recalcitrante de carbono orgéanico
em fun¢do de sua estrutura poliaromatica, sendo resistente a oxidagdo termal, quimica e foto-

oxidagdo. Embora sofra alguma degradagdo natural no ambiente, sua incorporagao no solo ¢
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um mecanismo muito importante de sequestro de carbono (SCHMIDT et al, 2000). O carvao
vegetal presente na TPI se originou provavelmente de queimadas periddicas de lavouras e
restos de atividade diaria carbonizados, e foi incorporado ao solo pelo homem e pela atividade
bioldgica no decorrer dos anos (MADARI et al., 2006). As queimadas em sistemas florestais
e agricolas, com consequente produgdo de carvao pirogénico, frequentemente exercem
importantes efeitos sobre a fertilidade dos solos (WARDLE et al., 1998; KLEINMAN et al.,
1995), incluindo o aumento da decomposicdo da matéria organica mais labil com o

consequente aumento da disponibilidade de cétions e dos valores de pH (TAMM, 1991).

Glaser et al. (2003) sugeriram que os processos de oxidacdo do carbono aromatico,
presente em grande quantidade na superficie do carvao, podem ser a principal razao para a
elevada CTC observada em solos TPI, levando a formacdo de grupos carboxil entre outros
grupos funcionais, com carga liquida negativa na escala de pH dos solos. Alguns trabalhos
sugerem o efeito positivo dos carvoes sobre propriedades fisico-hidricas de solos (PICCOLO
et al., 1996; TEIXEIRA et al., 2009), onde a presenca de fragmentos de carvao pirogénico
pode aumentar significativamente a capacidade de reten¢do de 4gua, especialmente em solos
de textura arenosa, em funcdo de sua estrutura altamente porosa, uma vez que cerca de 70 a
80% do volume do carvao ¢ formado por poros (Figura 1.2). Em virtude de sua conformagao
porosa, Pietikainen et al. (2000) sugeriram que fragmentos de carvao podem ser utilizados

como micro-habitat pelos organismos do solo.

Figura 1.2 - (a) e (b) Microscopia eletronica de varredura (MEV) de fragmento de carvdo pirogénico. (a) Imagem

cedida por Mateus de Souza Terceti e (b) Glaser (2007)

Nesse contexto, a incorporagdo antropica de fragmentos de carvao pirogénico nas TPI
pode ter contribuido para favorecer a atividade microbiana e reduzir a lixiviacdo de nutrientes,

mantendo estavel a fertilidade do solo e, consequentemente, a produtividade agricola e a
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sustentabilidade (GLASER et al. 2003; STEINER et al., 2004). Comunidades microbianas do
solo respondem de forma complexa ao fogo e a presenca do carvao vegetal (PIETIKAINEN
et al., 2000); contudo, a interagcdo dos micro-organismos com o carvao ndo ¢ ainda bem
compreendida, e este fato pode justificar a necessidade de estudos envolvendo a avaliacdo da
estrutura de comunidades microbianas presentes neste micro-habitat e seu papel na

manutenc¢do das propriedades fisicas, quimicas e das caracteristicas bioldgicas dos solos TPI.

Devido a elevada e duradoura fertilidade, as é4reas de TPI sdo frequentemente
procuradas pelas populagdes locais para cultivos de subsisténcia. As variagdes de
profundidade, que vao de 30 a 60 cm, podendo eventualmente chegar a 2 metros, estdo
diretamente relacionadas com o padrao de assentamento do homem pré-historico, por causa
das diferencas de intensidade, duragdo e a natureza das atividades culturais que formaram
estes solos, bem como os processos naturais e outras atividades ocorridas apds o abandono

dos sitios (SCHMIDT; NOACK, 2000).

As TPIs possuem também maior atividade biologica que os solos adjacentes originais,
onde ndo houve acdo antrdpica, e esta atividade pode estar relacionada, entre outros atributos,
aos elevados valores de pH nestes solos (KERN; KAMPF, 1989). A populacdo microbiana
exerce um papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos e estd intimamente relacionada com
as taxas de decomposicao da matéria organica e com a persisténcia da fertilidade nos solos de
TPI. Entretanto, pouco se conhece sobre a magnitude e estrutura da diversidade microbiana e
o verdadeiro papel dos micro-organismos na manutencdo da capacidade produtiva destes

solos.

Nos ecossistemas amazonicos, 0s micro-organismos (principalmente fungos e
bactérias) atuam em grande niimero na liteira em decomposi¢do sobre o solo a fim de garantir
a incorporagdo dos elementos minerais no perfil do solo. A presenca de material organico
estavel e a grande atividade bioldgica indicam que os solos TPI podem ser sitios de alta
diversidade microbiana, constituindo uma extensa fonte de germoplasma microbiano, segundo
Tsai et al. (2003), que avaliaram a diversidade bacteriana em TPI com base no
sequenciamento do gene 16S rRNA e encontraram alta ocorréncia de clones homdlogos a
bactérias ndo cultivadas. Isto demonstra a necessidade de se intensificar estudos nesses
ambientes, que podem ser fontes de diversidade bacteriana e de produtos biotecnologicos

ainda pouco conhecidos e ndo explorados até o presente momento.
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As TPI formam micro-ecossistemas proprios que nao se esgotam rapidamente, mesmo
nas condig¢des tropicais em que estdo expostos ou sob atividade agricola. Atualmente sdao
poucas as informacdes detalhadas e organizadas sobre esta diversidade, assim como estudos
sobre o efeito de manejo da TPI que caracterizem a funcdo especifica da diversidade
microbiana no desenvolvimento da fertilidade sustentavel destes solos. Além disso, a
elaboragdo de uma prospec¢ao da diversidade microbiana dos solos de TPI ¢ de suma
importincia para o conhecimento da extensdo da diversidade deste bioma tropical e para a
sustentabilidade da agricultura familiar na regido. Estudos sobre a diversidade funcional
microbiana podem fornecer dados para a compreensdao das fungdes exercidas pelas
comunidades no solo e o conhecimento das suas interacdes com outros componentes da
biodiversidade, além de beneficios econdmicos e estratégicos, como a descoberta de micro-

organismos potencialmente exploraveis nos processos biotecnologicos.

1.1.2 Distribuicdo das Terras Pretas na Amazoénia e as areas de estudo

Os solos com Terra Preta na Amazonia estdo distribuidos em praticamente todas as
ecorregides. Esses ambientes apresentam caracteristicas bidticas e abioticas diferenciadas e
normalmente coincidem com os grandes interflavios. A grande maioria dos sitios
arqueologicos esta localizada nas margens de rios, tanto os de dguas brancas como Purus,
Madeira, Jurud, Solimdes e Amazonas; como os de dguas claras, a exemplo do Trombetas,
Tapajos e Mapuera; ou ainda nas margens de rios de aguas negras como o Rio Negro, Urubu,
Caxiuana e Mapua (KERN et al., 2003). Levando-se em consideragdo a representatividade das
Perras Pretas nos mais diversos ecossistemas, pode-se deduzir que o homem pré-histérico,

que produziu esses solos, teve condi¢cdes de se adaptar aos diversos habitats.

Do ponto de vista ecoldgico, a importancia de se analisar a diversidade funcional de
grupos microbianos diretamente envolvidos nos ciclos biogeoquimicos consiste em avaliar o
papel dos solos TPI e do carvao pirogénico na manutencao de comunidades bacterianas que
atuam em processos especificos no solo e do uso de residuos vegetais carbonizados como
condicionadores do solo no Brasil (STEINER et al., 2004). A alta atividade bioldgica
observada nas Terras Pretas de Indio sugere que a transformagdo dos residuos da

carboniza¢do deve ser mediada por organismos, seja pela acdo direta sobre o carvao ou ainda
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pela liberacdo de enzimas capazes de transformar quimicamente esses substratos (BENITES

et al., 2009).

Neste sentido, a busca de micro-organismos com elevado potencial biotecnoldgico
para degradagdo de compostos aromaticos ¢ de suma importancia para viabilizar a
descontaminagdo bioldgica de ambientes (biorremediagdo), que implica em diminui¢do de
gastos e impacto ambiental em relacdo aos processos de remediagdo quimica e fisica, e
principalmente para a geracdo de dados sobre a diversidade microbiana em solos tropicais,

com niveis elevados nas TPIL.

Dentro deste contexto, foram avaliados cinco sitios de TPI com idades de formagao e
ocupagao bastante variaveis, € com historicos diferentes de uso da terra. O sitio Hatahara (03°
16' 28.45"S - 60° 12' 17.14"W, Figura 1.3) foi descoberto em 1997 e possui uma area de
1600m? (16 hectares), estando localizado sobre um terrago adjacente a varzea da margem
esquerda do Rio Solimdes na Amazonia central, na regido de Iranduba, muito préximo a
Manaus (AM). A cobertura atual ¢ de areas de pasto e de cultivo de mamao e banana
geralmente. Na superficie ¢ visivel uma alta densidade de material ceramico associada as TPIL.
O sitio Hatahara compreende um dos sitios arqueoldgicos mais explorados por arquedlogos e
gedlogos para estudo da formagdo e caracterizagdo das TPI e sua idade esta estimada em 600

a 1000 anos (NEVES et al., 2003; LIANG et al., 2006).
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Figua 1.3 - (a) Sitio de PI Hatahara (Iranduba, AM). (b) deahe da supecie do solo de PI

Fotos: Fabiana Cannavan

O sitio Costa do Agutuba (03° 05' 53.92"S - 60° 21' 19.90"W), também na regido de
Iranduba (AM), foi localizado em 1994 e se estende por aproximadamente 3 km ao longo da
margem direita do rio Negro, cerca de 40 km a montante de sua foz (Figura 1.4). O sitio tem
cerca de 90 hectares de area e foi ocupado por populagdes indigenas em pelo menos quatro
episodios distintos desde 300 anos AC até o século XVI DC. A estas ocupagdes se associam
depositos sedimentares de TPI, com espessuras que superam 1m, indicando intensa atividade
antropica (HECKENBERGER et al., 1999). Atualmente a superficie do sitio ¢ coberta por

areas de cultivo e de vegetacao secundaria.
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(a)

Figura 1.4 - (a) Sitio de TPI Costa do Agutuba (Iranduba, AM). (b) detalhe da superficie do solo de TPI

Fotos: Fabiana Cannavan

Ainda no municipio de Iranduba, a Estagcdo Experimental do Caldeirdo (03°26'S,
60°23’'W), localizada na EMBRAPA Amazo6nia Ocidental (CPAA-AM) a aproximadamente
22 km de Manaus, compreende uma area de 208,14 ha onde sdo conduzidas pesquisas com
graos, hortalicas, mandioca, silvicultura e piscicultura. No Caldeirdo estdo localizados dois
sitios de TPI analisados neste trabalho, distintos em relagdo ao sistema de uso da terra. O sitio
TPI Capoeira (03°15°11’S - 60°13°43”W, Figura 1.5) esta sob floresta secundaria ha mais de
20 anos. A vegetacdo natural ¢ de floresta tropical imida com precipitacdo anual de 2530 mm
(1971 - 1997) sendo o valor maximo sazonal entre dezembro e maio, e a temperatura média
anual ¢ de 25,8°C (1987 - 1997), com umidade relativa de 85% (CORREIA; LIEBEREI,
1998). O sitio sob cultivo (03°15°09”S - 60°13°42”W, Figura 1.6), principalmente de
mandioca (TPI Cultivada), compreende uma area de TPI onde se desenvolve intensa atividade

agricola hé pelo menos 30 anos.
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Figura 1.5 - (a) Sitio de TPI sob floresta secundaria (capoeira) na Estagdo experimental do Caldeirdo (Iranduba,
AM). (b) detalhe do perfil de TPI sob capoeira

Fotos: Mariana Germano.

Figura 1.6 - (a) Sitio de TPI sob cultivo de mandioca (cultivada) na Estagdo experimental do Caldeirdo
(Iranduba, AM). (b) detalhe do perfil de TPI sob cultivo

Fotos: Mariana Germano.
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O sitio Balbina (01°30°26,4”’S - 60°05°34”W), a ultima area de estudo, esta localizada
proxima a Comunidade Rumo Certo no municipio de Presidente Figueiredo (AM), as
margens da lagoa da Hidroelétrica Balbina, na Amazonia Central. A vegetagdo ¢ formada por
floresta tropical, com grande predomindncia de terras acidentadas, e o solo apresenta
caracteristicas arenosas nas areas mais altas e argilosas nas areas mais baixas. Este sitio ¢
considerado um “modelo” de solo TPI original, uma vez que ndo tem sido cultivado ou

perturbado (desmatado) por mais de 20 anos (Figura 1.7).

(@)

Figura 1.7 - (a) Sitio de TPI Balbina (Presidente Figueiredo, AM). (b) detalhe do perfil de TPI no sitio

Fonte: Cannavan, 2007.

De modo geral, as TPI sdo cultivadas na regido amazdnica por pequenos agricultores,
principalmente na forma de agricultura de subsisténcia, no sistema de agricultura itinerante de
corte e queima. A maior diferenca no uso da terra nas TPI, em comparagdo com os Latossolos
ou Argissolos adjacentes, refere-se a produtividade de alguns cultivos, como o mamao, milho,
melancia, feijado (Phaseolus vulgaris) e hortalicas, que s3o cultivados com produgdes
satisfatorias nestas areas, com auséncia ou baixo uso de insumos, o que ndo ocorre nos solos
adjacentes. As TPI apresentam niveis elevados da maioria dos nutrientes essenciais ao
crescimento das plantas, muito superiores aos niveis criticos para a maioria das plantas

cultivadas na Amazonia, mesmo apds longos periodos de cultivo.
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A importancia deste tipo de solo antropogénico reside na grande diversidade biologica
e riqueza arqueologica desse ambiente, além de seu impacto na sustentabilidade de sistemas
agricolas na regido amazodnica. Apesar de constituirem pequenas ‘manchas’ de solo, com
pouco ou nenhum potencial de exploragcdo para a agricultura, as caracteristicas biologicas,
quimicas e fisicas e das TPI, com destaque para a grande quantidade de carvao presente nestes
solos, podem servir como modelo para a busca de solu¢des na recuperacdo de solos
degradados e na manutencdo da resiliéncia da fertilidade em ambientes que sofrem agdes

antropicas para exploracdo com finalidades economicas.

1.1.3 Estudos sobre diversidade funcional em solos TPI

Um dos principais fatores responsaveis pelo comportamento diferenciado dos solos
antropicos como as TPI, comparado aos solos adjacentes sem horizonte A antrdpico, ¢ a
maior quantidade e, principalmente, a diferenca qualitativa da sua matéria organica
(MADARLI et al., 2009). O manejo da matéria organica visando a conservagao e melhoria da
qualidade do solo ¢ fundamental na ciclagem de nutrientes ¢ na manuten¢do da
sustentabilidade dos agroecossistemas tropicais; entretanto, sua dindmica no ambiente ¢ ainda

pouco conhecida.

Nas Terras Pretas, a distribui¢do da matéria organica difere em muito de solos sem
interferéncia antropogénica, sendo que as fragdes mais recalcitrantes (por exemplo, humina e
acidos hiimicos) predominam em relacdo as fragdes mais soliveis, como os acidos fulvicos
(SOUZA et al., 2003). De modo geral, as TPI ndo sdo homogéneas e apresentam diferengas
quanto a fertilidade e potencial produtivo (LEHMANN et al., 2003). Apesar disto, algumas
propriedades importantes ligadas ao grau de fertilidade dos solos sdo comuns para a maioria
das TPI, como o alto teor de carvao pirogénico, com propriedades fisico-quimicas particulares
e elevada concentragdo de estruturas poliaromaticas, além de elevados teores de fosforo e

calcio quando comparadas a solos adjacentes.

Em solos brasileiros, a matéria organica pode contribuir para até 80% das cargas
negativas do solo, e isso explica o fato de a CTC estar, em grande parte, associada a matéria
organica do solo. Assim, uma variacdo na quantidade e qualidade da matéria orgéanica,
presente em altas concentragdes nas TPI, pode causar grande efeito sobre as propriedades e os

processos metabolicos especificos que ocorrem no sistema do solo (KERN; KAMPF, 1989).
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Os processos de biodegradacdo, juntamente com a biossintese, regem grande parte do
ciclo do carbono, cuja fracao biologica ¢ amplamente dependente de enzimas microbianas que
utilizam compostos orginicos presentes no solo como fonte de carbono e energia
(WACKETT, 2004). Estes processos funcionais sdo influenciados por uma série de fatores
bidticos e abidticos que determinam a taxa de degradacdo e a atividade do metabolismo
microbiano sobre o composto-alvo. A toxicidade do composto para o micro-organismo,
suas propriedades fisico-quimicas (solubilidade, peso molecular, reatividade quimica,
disponibilidade, substituintes, concentracdo) e as varidveis ambientais (oxigénio dissolvido,
pH favoravel, temperatura, salinidade) sdo fatores determinantes do metabolismo destes

substratos.

Os principais substratos organicos nas reagdes de biodegradacdo por micro-
organismos sdo os hidrocarbonetos, compostos formados exclusivamente de carbono e
hidrogénio, também chamados hidrocarburetos, carboidretos, carbetos, carburetos ou
carbonetos de hidrogénio, aos quais se podem juntar atomos de oxigénio (O), nitrogénio (N)
ou enxofre (S), dando origem a diferentes compostos de outros grupos funcionais. Estdo
presentes na constituicdo da matéria organica de origem vegetal e animal como na superficie
ceracea das folhas, 6leos vegetais, componentes de fito e zooplancton, cuticulas de insetos e
lipideos de micro-organismos, além de serem os principais constituintes do petréleo e de
produtos derivados do oleo, e originam-se da diagénese de precursores naturais, como
compostos organicos esterdides, da erosdo de sedimentos continentais e da exudagdo de

petrdleo a partir de fendas oceanicas (UNEP, 1991).

Os hidrocarbonetos presentes no ambiente sdo degradados principalmente por
bactérias e fungos. Embora amplamente presentes nos ecossistemas terrestre e aquaticos, a
fracdo total da comunidade heterdtrofa representada por bactérias e fungos que utilizam
hidrocarbonetos ¢ altamente variavel, com frequéncias variando de 6% a 82% para fungos do
solo, 0,13% a 50% de bactérias do solo, e 0,003% a 100% para bactérias marinhas.
Organismos individuais podem metabolizar apenas uma gama limitada de hidrocarbonetos
como substratos, de forma que comunidades microbianas mistas com ampla capacidade
enzimatica sdo necessarias para degradar misturas complexas de hidrocarbonetos, como o

petroleo bruto (BRITTON, 1984).

A geracdo dos hidrocarbonetos no ambiente ocorre naturalmente e de forma continua,

pela combustio incompleta da matéria organica, da biomassa vegetal, da madeira e de outros
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materiais organicos. Porém a contaminagao ambiental esta associada a geragao antropogénica
destes compostos, que ocorre através das industrias petroquimicas, que produzem
hidrocarbonetos aromaticos para serem utilizados na fabricagdo de corantes, de fibras
sintéticas, de preservantes de madeira e outros. Além disso, as atividades de producdo de
carvao vegetal, de extracdo e gaseificagdo do carvao mineral e a cadeia de extragdo,
transporte, refino, transformacao e utilizagdo do petroleo e seus derivados sdo também
responsdveis pela introdu¢do de grandes quantidades de hidrocarbonetos aromaticos no

ambiente (BAMFORTH; SINGLETON, 2005).

A capacidade de degradar e/ou utilizar hidrocarbonetos aromaticos ¢ exibida por uma
grande variedade de gé€neros bacterianos e fungos. Floodgate (1984) listou 25 géneros de
bactérias e 27 géneros de fungos degradadores de hidrocarbonetos, que foram isolados do
ambiente marinho; uma compilagdo semelhante por Bossert e Bartha (1984) para isolados do
solo inclui 22 géneros de bactérias e 31 géneros de fungos. Com base no numero de
publicacdes, os mais importantes géneros de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos em
ambientes marinho e no solo sao Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Bacillus, Burkholderia, Flavobacterium, Nocardia, e Pseudomonas spp., sendo que entre os
fungos, isolados de Mortierella e Trichoderma spp. sdo predominantes nos solos, além de
Aspergillus e Penicillium spp. A medida da participagdo de bactérias, leveduras e fungos
filamentosos na biodegrada¢do de hidrocarbonetos e da predomindncia de um ou outro
dominio na realizacdo desta funcdo, parece estar intimamente relacionada as caracteristicas do

ecossistema e das condi¢des ambientais locais (LEAHY; COLWELL, 1990).

E bastante conhecida a a¢io de enzimas catabdlicas expressas por espécies
bacterianas filogeneticamente distintas na degradacdo de compostos biogénicos (por
exemplo, a lignina e compostos celulares), compostos antropogénicos e compostos derivados
de reagdes abidticas (hidrocarbonetos aromaticos gerados em sedimentos por diagénese, entre
outros) (WACKETT, 2004). Entretanto, a grande maioria das enzimas catabolicas ainda ndo
foi identificada, purificada e caracterizada, embora existam ao menos 10 milhdes de
substratos organicos conhecidos por serem biodegradaveis. Deste total, apenas 10.000 t€ém
sido estudados em relagdo ao micro-organismo capaz de metaboliza-lo, e em torno de 0,001%

destes compostos foi caracterizada detalhadamente, até o presente momento.

Em ambientes aerdbios, as enzimas oxigenases codificadas por genes funcionais

distribuidos em plasmideos bacterianos, no cromossomo ou em ambos, iniciam o processo
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de degradacdo através da incorporacdo de um ou dois atomos de oxigénio aos
substratos, tornando-os suscetiveis ao metabolismo para um grande ntimero de micro-
organismos. A evolucdo dessas enzimas em bactérias, tanto Gram positivas como Gram
negativas, pode ser observada como resultado da adaptagdo microbiana frente a novos

compostos quimicos inseridos no ambiente (WACKETT, 2004).

Os processos iniciais da degradacao bacteriana de inimeros compostos aromaticos sao
similares e envolvem a agdo de dioxigenases aromadticas (Figura 1.8) (BARRIAULT et al.,
1998). As dioxigenases aromaticas sdo enzimas-chave no processo de degradacdo aerdbica de
compostos organicos no ambiente, uma vez que constituem sistemas enzimaticos periféricos
multicomponentes que incorporam oxigé€nio molecular no ntcleo aromatico, clivando o anel
hidroxilado (MISHRA et al., 2001). Este processo resulta na produgdo de succinato,
acetilCoA, acido piravico, acido acético e aldeidos, utilizados pelos micro-organismos na

sintese de constituintes celulares e energia.
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Figura 1.8 - Inicio da via de degradacédo do tolueno pela agdo da dioxigenase em Pseudomonas putida F1
Fonte: Zylstra e Gibson (1991)

A familia das dioxigenases aromaticas ou ARHDs (do inglés, Aromatic Ring
Hydroxylating Dioxygenases) ¢ composta por sequéncias bastante diversas, devido
provavelmente a dispersao destes genes via transposons e plasmideos, proporcionando
mobilidade e acelerando o potencial evolucionario destes genes (KUMAMARU et al., 1998).

As dioxigenases que degradam hidrocarbonetos poliaromdticos possuem uma ou mais
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proteinas envolvidas no transporte de elétrons, dependendo do substrato e da origem da
enzima, sendo geralmente uma redutase e uma ferrodoxina, além de duas subunidades de
proteina ferro-enxofre: e a subunidade beta (menor) e a subunidade alfa (maior), que pode
ser dividida em dois dominios: um centro catalitico Rieske-[2Fe-2S] e um atomo de ferro
mononuclear (CERNIGLIA, 1992). Paralelamente, as dioxigenases para degradacdo de
benzoato, bifenil, tolueno e benzeno sdo complexos enzimaticos formados por trés ou

quatro subunidades protéicas, que catalisam uma reacdo redox dependente de NADH.

Os principais substratos das dioxigenases parecem ser derivados de 6leo bruto e
lignina, uma vez que constituem as maiores fontes de compostos aromaticos no ambiente;
entretanto, uma enorme quantidade e diversidade de outros compostos podem ser
degradadas por estas enzimas. Estudos em relagdo as subunidades alfa e beta das
dioxigenases e sua importdncia no reconhecimento do substrato, indicam que a
subunidade maior pode desempenhar individualmente o controle desta funcao e, devido as
suas caracteristicas conservadas, esta subunidade tem sido utilizada como alvo para
detec¢do de micro-organismos envolvidos na degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos

em ambientes contaminados ou ndo por estes compostos (WILSON et al., 1999).

As evidéncias em relagdo a conservacdo da subunidade alfa de dioxigenases
aromaticas, juntamente com o reconhecimento de sua funcdo como sitio catalitico,
permitiram o uso destes genes como marcadores moleculares em andlises de diversidade
funcional de genes catabdlicos, pelo desenvolvimento de primers degenerados para a
amplificacdo de uma gama muito maior de dioxigenases. Paralelamente, esta ferramenta
tornou possivel a identificacdo de micro-organismos degradadores de inimeros substratos
organicos em varios ecossistemas, além da descri¢cdo de novas sequéncias de ARHDs em

micro-organismos cultivados e ndo cultivados (KIM; CROWLEY, 2007).

Nesse contexto, a compreensao da diversidade funcional associada com a degradagao
da matéria organica, nao somente nas TPI, mas nos solos em geral, pode constituir um grande
desafio para o entendimento de processos, como uma tentativa de descrever a diversidade
taxonOmica real desses ambientes. A variedade e a complexidade bioquimica dos residuos
organicos no ecossistema do solo sdo claramente relacionadas com as espécies microbianas e
sua diversidade metabodlica, e medir as comunidades microbianas associadas com classes
distintas de carbono no solo pode esclarecer como as TPI mantém a fertilidade estavel por

centenas de milhares de anos (TSAI et al., 2009).
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Nas TPI, o carvao pirogénico parece desempenhar um papel-chave na retencao de
nutrientes e na estabilizagdo da matéria organica, como residuo de decomposi¢ao ou dentro de
células vivas (SOMBROEK et al., 2003), apesar das intensas condi¢des climaticas que levam

a formagao de solos altamente lixiviados nos tropicos imidos (LEHMANN et al., 2003).

Assim, o papel central da comunidade microbiana neste solo tnico deve ser atribuido
as alteracoes na composi¢ao do solo antrdpico, principalmente a presenca de carvao
pirogénico, que pode aumentar a fertilidade pela diminuicdo da densidade do solo,
melhorando a retencdo de umidade e aumentando o pH. Além disso, as propriedades de carga
na superficie do carvao pirogénico provavelmente sdo responsaveis por aumentar a CTC,

reduzindo assim a lixiviacao de nutrientes (GLASER et al., 2002).

Devido a sua resiliéncia nas TPI, além das caracteristicas fisico-quimicas Unicas, o
carvao pirogénico ¢ considerado elemento fundamental na biogeoquimica destes solos.
Enquanto o carvao atua diretamente na ciclagem de nutrientes nas TPI, os fluxos de matéria
organica no solo compreendem uma interacdo dinamica de fatores fisicos e quimicos que

afetam os processos biologicos (CHAPIN et al., 2002).

A Figura 1.9 apresenta microscopia de fluorescéncia da superficie do carvao
previamente separado de um solo TPI, onde ¢ possivel observar a presenca de micro-
organismos vivos (em verde), indicando que fragmentos de carvao pirogénico podem ser
utilizados pelas comunidades microbianas do solo diretamente como habitat ou como
plataforma de troca de nutrientes para os micro-organismos, apesar de sua recalcitrancia
quimica (ABU-SALAH et al., 1996; CHITRA et al., 1996). Ainda, Pietikainen et al. (2000) e
Zackrisson et al. (1996) reportaram que a adicdo de elevadas concentragdes de carvao
pirogénico alterou a estrutura das comunidades microbianas tanto do solo quanto da cobertura
vegetal, mas pouco ainda se conhece sobre o impacto do carvao nas comunidades biologicas

da interacdo planta-solo (rizosfera) por exemplo.
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Hifas de fungos estio na Corante verde indica presenca de
superficie de uma particula de ! orgarlismos vivos

C-pirogénico ' R 5

(b) Confocal

Figura 1.9 - Imagens por microscopia (a) Fluorescente e (b) confocal, demonstram presenga de micro-
organismos vivos na superficie do carvao pirogénico

Fonte: Grossman et al. (2006)

O carvao pirogénico claramente imprime um grande impacto sobre a dinamica de
nutrientes do solo e os processos ecoldgicos (ZACKRISSON et al., 1996). O que ainda
permanece pouco elucidado é como enorme variedade de espécies de carbono no solo e suas
caracteristicas quimicas impactam as populagdes microbianas e qual a medida da interagdo

dos micro-organismos do solo com o carvao pirogénico.

Estas evidéncias podem justificar estudos envolvendo as TPI e seu carvao pirogénico
na determinagdo de diversidade funcional em solos antropicos da Amazonia. Compreender os
processos biogeoquimicos envolvidos na manutencao da fertilidade dos solos TPI pode levar
ao desenvolvimento de novas tecnologias de manejo do solo nos tropicos (GLASER et al.,
2002), além de fornecer uma nova estratégia para a mitigacdo de CO, atmosférico pelo
sequestro de carbono (carvao pirogénico), que também pode funcionar como um nucleo para

a melhoria da fertilidade do solo.

A conservagdo de sequéncias de aminoacidos de centros ativos de inimeros tipos
de enzimas catabdlicas pode fornecer uma base sélida para a identificagdo de proteinas e
variantes génicas que executam a mesma reagdo ou reagoes similares. Neste ponto reside a
importancia do uso de técnicas baseadas em similaridade de sequéncia para a identificagdo
e isolamento de genes que codificam variantes enzimaticas envolvidas na
biotransformacdo de compostos aromadticos: estudos de amostras ambientais podem

resultar na identificacdo de enzimas biodegradativas capazes de aumentar caracteristicas
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cinéticas relevantes para processos de biorremediagio e ciclagem de nutrientes (GALVAO

et al., 2005).

Existem iniimeros géneros bacterianos capazes de degradar hidrocarbonetos por
expressarem genes catabolicos de dioxigenases e outras enzimas envolvidas nos processos
de biodegradacdo, e a caracterizagdo destes andlogos distintos pode permitir aos
pesquisadores responder questdes referentes a significancia ecoldgica, distribuicdo
relativa e transmissdo de diferentes oxigenases intra e interespécies ou mesmo entre
géneros distintos, como resultado de uma possivel resposta adaptativa aos diferentes
ambientes e a especificidade a certas classes de substratos, como uma alternativa ao

sequenciamento completo do genoma do organismo (BALDWIN et al., 2003).

Técnicas moleculares combinadas com praticas tradicionais de cultivo de micro-
organismos, principalmente baseadas em enriquecimento de culturas em meio seletivo, tem
sido muito utilizadas com o objetivo de identificar populagdes bacterianas que sao
funcionalmente importantes nos processos de biodegradacdo de compostos organicos
(CHADHAIN et al., 2006). Nesse sentido, a caracterizacdo e o isolamento de bactérias
potencialmente degradadoras em solos TPI na Amazonia, que apresentam alta atividade
antropica, pode gerar dados indicativos da qualidade biolodgica desse solo, além de prover
informagdes sobre a diversidade genética destes micro-organismos, fornecendo evidéncias

sobre eventos de transferéncia horizontal e de transposicdo destes genes.

Da mesma forma, o estudo da diversidade funcional de genes catabolicos pode
facilitar a compreensdo das bases adaptativas dos micro-organismos do carvao pirogénico
e seu papel no equilibrio da fertilidade das TPI, além de determinar sua influéncia nos
atributos bioldgicos destes solos antropicos, tdo favordveis a agricultura sustentavel na

regido amazonica.

1.1.4 Cultivo de micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos aromaticos

Os micro-organismos do solo sdo componentes essenciais para o funcionamento
sustentavel dos ecossistemas, sendo fundamentais no processo de fragmentagdo e
decomposi¢cdo da matéria organica e na disponibilizagdo de nutrientes do solo (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2002). Nesse contexto, a qualidade do solo ¢ totalmente dependente da
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manutengdo da diversidade metabolica das comunidades microbianas, que desempenham
papéis essenciais principalmente nos processos de biossintese e biodegradagao de compostos
por meio de catdlise enzimatica, para obten¢do de carbono e energia (BORNEMAN et al.,

1996).

Os hidrocarbonetos aromaticos nao sdo degradados pela grande maioria dos micro-
organismos, devido a complexidade de sua estrutura quimica e baixa solubilidade em agua.
Para a selegdo dos micro-organismos com comprovada capacidade de degradagdo destes
compostos, faz-se necessario fornecer condi¢des adequadas de disponibilidade de agua, de
nutrientes inorganicos, de pH e de temperatura. Os micro-organismos degradadores utilizam
vias bioquimicas complexas para transformar os hidrocarbonetos aromaticos em intermediarios
comuns do seu catabolismo e, a partir dai, em fonte de carbono e energia para o seu

crescimento (BAMFORTH; SINGLETON, 2005).

Dentro deste contexto, varios micro-organismos isolados de solos TPI foram
cultivados em meio seletivo no Laboratério de Biologia Celular ¢ Molecular do CENA-USP,
onde foi possivel observar uma extensa predominancia de Actinomicetos e proteobactérias,
principalmente bactérias do género Pseudomonas (FERREIRA, 2007). Essas bactérias sao
comumente encontradas no solo e tém sido extensivamente descritas como micro-organismos
potencialmente produtores de enzimas e metabdlitos envolvidos em processos biocataliticos,
principalmente na biodegradacdo de compostos aromadticos, presentes em ambientes onde hé

intensa atividade metabolica de compostos organicos (WILSON; JONES, 1993).

As técnicas de enriquecimento in vitro de grupos ou consorcios bacterianos funcionais
téem sido comumente utilizadas para o isolamento de degradadores bacterianos a partir de
ambientes terrestres, marinhos e sedimentos (MAcCORMACK; FRAILE, 1997; HEAD,
1998; YAKIMOV et al., 2003). O ensaio de enriquecimento a partir do solo consiste
geralmente na inoculagdo de uma pequena quantidade do sistema em meio mineral contendo
unicamente hidrocarbonetos aromaticos como fonte de carbono e energia. O microcosmo ¢
entdo submetido a condi¢des de incubagdo por periodos que podem variar de poucos dias a
varios meses, até o novo subcultivo para diluicdo da mistura inicial, que ird culminar nas

diluigdes seriadas para isolamento de coldnias puras e identificagdao taxondmica.

Frequentemente, os resultados dos ensaios de isolamento permitem a aquisicdo de

informacgdo especifica, como por exemplo, a identificacdo taxonomica de degradadores
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microbianos potenciais e de vias metabdlicas de interesse comercial. Entretanto, devido as
dificuldades associadas ao cultivo de micro-organismos ambientais, a utilizacdo de DNA de
culturas obtidas por enriquecimento em meio contendo hidrocarbonetos como fonte de
carbono e energia, pode favorecer estudos envolvendo novos isolados microbianos, além de
aumentar o acesso a novas fontes de genes de interesse biotecnoloégico (ENTCHEVA et al.,

2001).

De modo geral, existem intimeras aplicagdes para o ensaio de enriquecimento em meio
seletivo, tanto no contexto da biologia molecular, que envolve técnicas avangadas para
identificagdo e caracterizagdo de micro-organismos com potencial biotecnoldgico, quanto em
termos de praticas convencionais de cultivo e aplicagdo da microbiota do solo, que ja foram
reportadas por varios autores. Recentemente, Chadhain et al. (2006) relataram o uso da
técnica de cultivo em meio contendo hidrocarbonetos poliaromaticos (HPAs) como fonte de C
e energia, para monitorar mudangas na estrutura da comunidade microbiana em presenca do

substrato.

Posteriormente, os mesmos autores utilizaram técnicas de DNA fingerprinting como
DGGE (do inglés, Denaturating Gel Gradient Electrophoresis) e ARDRA (do inglés,
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis), além da detecgdo do gene catabdlico por
meio de PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) para classificar a atividade da
comunidade funcional, cuja diversidade e riqueza de espécies foram determinadas para os
consorcios bacterianos obtidos pelo enriquecimento. A técnica possibilitou a observagdo das
diferencas na diversidade da comunidade quando comparada ao solo original, principalmente
em relacdo ao tipo de substrato utilizado (nimero de anéis benzénicos condensados), como foi
reportado nas andlises de rarefacdo e nos valores de heterogeneidade encontrados para os

consorcios microbianos.

A capacidade das bactérias para utilizar HPAs como fonte de carbono e energia tem
sido amplamente documentada ao longo das ultimas décadas (CERNIGLIA, 1992; AHN et
al., 1999). Embora estes estudos tenham sido essencial para o estabelecimento de vias
metabolicas para a biodegradacdo de HPAs individuais, hd também um interesse crescente na
compreensdo de como poluentes orgédnicos afetam a estrutura global das comunidades

microbianas.
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Iwai et al. (2005) reportaram a utilizagdo do enriquecimento em meio mineral para o
isolamento ¢ a caracteriza¢do de um novo isolado bacteriano YA, do género Janibacter sp.
(filo Actinobacteria), que utiliza o dibenzofuran (1-chloro-dibenzo-p-dioxin) no metabolismo
de carbono. Este composto constitui um hidrocarboneto aromatico considerado poluente
organico persistente (POP), assim como os bifenilos policlorinados ou PCBs (do inglés,
Polychlorinated Biphenyls) e os hexaclorobenzenos. Os autores descreveram ainda ao menos
duas vias metabolicas oxidativas diferentes para a degradacdo de dibenzofuran no isolado YA,
o que demonstra a grande diversidade metabdlica bacteriana na biotransformagdo de

moléculas e na ciclagem de carbono no solo.

Os xenobidticos sao moléculas organicas que constituem compostos altamente toxicos
e persistentes no ambiente. Nesse contexto, a atividade de bactérias do solo desempenha um
papel chave no catabolismo destes hidrocarbonetos; para isso, se faz necessario a elucidacao
das vias metabolicas de degradagdo microbiana para compreender os processos de
biodegradacao natural destes compostos no solo, além de favorecer a cinética de
transformagdo e incorporagdo dos produtos no ciclo biogeoquimico do carbono (IWAI et al.,

2005).

Mais recentemente, os mesmos autores produziram microcosmos para crescimento de
consorcios microbianos a partir de varios tipos de solo, distintos em relagdo ao sistema de uso
da terra, além de solos contaminados com petroleo (IWAI et al., 2008). Os microcosmos
variaram em fun¢ao da quantidade de benzeno adicionado. As sequéncias dos clones obtidos a
partir do enriquecimento permitiram a constru¢do de sondas para microarranjos moleculares,
onde os autores puderam monitorar alteragdes na populacdo de degradadores em relagao ao
aumento da concentragdo do poluente. Paralelamente, os novos primers (sondas) permitiram a

obtencao de sequéncias de genes catabolicos ainda ndo descritas para este substrato.

Técnicas moleculares avangadas como o SIP (do inglés, Stable Isotope Probing), que
envolve o uso de isotopos estaveis de carbono ou nitrogénio como tragadores da comunidade
microbiana metabolicamente ativa, podem ser utilizadas para determinar se a diversidade de
bactérias degradadoras de HPAs em um solo altamente contaminado ¢ afetada pela adi¢ao de
exsudatos radiculares de plantas (CEBRON et al., 2010). Esta técnica também se baseia na
construgdo de microcosmos contendo o solo ou o sedimento, juntamente com o substrato

marcado com o is6topo estavel, cujo peso molecular difere do natural e pode ser detectado
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apoés a extragdo do DNA gendomico do solo, permitindo a identificagdo da comunidade

funcional ativa no processo de mineralizagao do composto.

As culturas de enriquecimento podem ainda ser utilizadas como inoculantes
ambientais para aumentar a velocidade e o rendimento de processos bioldgicos
(bioestimulagdo), uma vez que as interagdes planta-micro-organismo constituem um topico
muito importante na ecologia de restauracdo de sistemas biologicos (VENOSA et al., 1996;
HARRIS, 2009). A utilizagdo de inoculantes microbianos para plantas compde uma
abordagem segura para promover o crescimento vegetal e os processos de fitorremediacao de

ambientes contaminados (GERMAINE et al., 2006).

Neste contexto, o desenvolvimento de técnicas de enriquecimento baseadas em
isolamento de consodrcios bacterianos com habilidade de colonizar e degradar compostos
aromaticos poluentes no sistema do solo pode contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias para recuperacdo de ambientes, que devem compreender principalmente o
restabelecimento da diversidade da microbiota e a remediagdo de ecossistemas impactados. O
primeiro passo nesta promissora direcdo consiste no isolamento e identificacio de
componentes microbianos estruturais e funcionais envolvidos nos processos de biossintese e
biodegradacdo, principalmente onde ha elevados niveis de diversidade genética de micro-
organismos, como os solos de Terra Preta de indio da Amazdnia e o carvao pirogénico (TSAI

et al., 2003).

1.1.5 Técnicas moleculares para estudos de diversidade funcional microbiana

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundantes do planeta e
detém a maior proporcao da diversidade genética global estimada. A microbiota dos solos €
responsavel por transformacdes fundamentais nos ciclos biogeoquimicos, reciclando a matéria
organica, degradando xenobiontes, fixando N, atmosférico e produzindo gases relacionados
ao efeito estufa, entre outras transformacdes conhecidas e muitas ainda por serem descobertas.
A microbiota do solo estd também associada a formagao e¢ manuten¢ao da estabilidade de
agregados, pela producao de proteinas e polissacarideos extracelulares, e pode ser fator
determinante no controle da diversidade vegetal e de outros organismos que vivem acima do

solo (LAMBAIS et al., 2005).
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Algumas alteracdes na estrutura ou nas atividades de comunidades microbianas podem
ter efeitos significativos sobre a estabilidade e o funcionamento dos ecossistemas
(McGRADY-STEED et al., 1997). Os processos bioquimicos que ocorrem nos solos sdo
definidos em funcdo da organiza¢do destas comunidades, que constituem a chave para o
funcionamento do sistema solo-planta. Contudo, as relagdes entre a estrutura das comunidades
microbianas e as atividades bioquimicas que ocorrem nos solos sdo pouco conhecidas,
dificultando a plena compreensdao dos mecanismos que regulam o funcionamento dessas

comunidades.

A falta de conhecimento sobre a diversidade microbiana em amostras ambientais
deve-se em grande parte aos métodos tradicionalmente utilizados para o isolamento e cultivo
de micro-organismos em laboratorio (RANJARD et al., 2000). Amann et al. (1995) sugerem
que apenas uma pequena fracdo dos organismos na natureza, ao redor de 0,1% ou no maximo
10% do total da populagdo, ¢ cultivavel através do uso de técnicas microbiologicas

tradicionais, deixando uma vasta por¢ao dessa biota desconhecida e nao estudada.

A técnica de construcdo e sequenciamento de bibliotecas de clones ¢ uma ferramenta
de alta sensibilidade no estudo de comunidades microbianas (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2005), e a maioria dos trabalhos utiliza como alvo os genes ribossomais, com posterior
comparagdo entre gendtipos de micro-organismos presentes em diferentes amostras e
determinagdo da estrutura das comunidades da microbiota do solo. No entanto, o estudo
destes genes ndo fornece dados sobre a funcionalidade metabdlica de grupos microbianos no
ambiente avaliado. Diversos grupos funcionais de micro-organismos tém sido estudados por
meio da clonagem e sequenciamento de amplicons provenientes de DNA de amostras
ambientais e, nesse sentido, novos genes vém sendo utilizados em estudos de ecologia
molecular, sendo alvo para o desenvolvimento de primers especificos, que permitem o estudo
da diversidade e papel do grupo funcional no ambiente, seja por meio de fingerprint ou por

sequenciamento de bibliotecas de clones.

A técnica de producdo de bibliotecas metagendmicas contendo genes funcionais
(metagenoma gene-especifico, IWAI et al., 2010) consiste de uma abordagem alternativa para
a caracterizagdo de comunidades microbianas complexas relacionadas a um processo
especifico. O método consiste na amplificagdo de um fragmento especifico do gene de
interesse, na clonagem em vetor apropriado e no sequenciamento dos insertos. Apds o

sequenciamento dos clones contendo o gene funcional de amostras ambientais, uma grande
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quantidade de informagdes ¢ gerada, na forma de sequéncias de nucleotideos, que precisam
ser editadas para remog¢do de contaminacdes do vetor de clonagem e de bases de baixa
qualidade, para posteriormente serem utilizadas em estudos de filogenia e funcionalidade

(LAMBALIS et al., 2005).

O tratamento de grandes quantidades de dados exige uma abordagem sistematica e
automatizada, havendo necessidade de algoritmos especificos associados a programas de
bioinformatica para geragao do agrupamento e alinhamento multiplo, com posterior analise
das relacdes filogenéticas entre os dados gerados. A etapa mais limitante para a determinagao
dos grupos constituidos por sequéncias similares entre si ¢ a defini¢do do limite de
dissimilaridade entre grupos diferentes, j& que ndo existe consenso na literatura sobre o grau
de similaridade entre as sequéncias da maioria dos genes funcionais para definir as Unidades
Taxondmicas Operacionais (UTOs) ou, no caso da maioria dos genes funcionais, as Familias

Protéicas Operacionais (FPOs).

Kemp e Aller (2004) relatam que a maioria dos estudos considera uma similaridade
minima de 97% entre sequéncias do gene 16S rRNA para distinguir diferentes UTOs; no
entanto, particularidades de determinados grupos microbianos devem ser consideradas, como
no caso das enzimas dioxigenases, que constituem genes nao constitutivos, altamente sujeitos
a mutacdes e recombinacdo génica, além de sofrerem transferéncia horizontal intra e

interespecifica.

Nos estudos de dioxigenases para degradacdo de compostos aromaticos, os valores de
cutoff descritos na literatura apresentam valores altamente variaveis. Marcos et al. (2009)
avaliaram amostras de sedimento marinho subantartico, onde utilizaram 86,7% de
similaridade entre as sequéncias do mesmo grupo para realizar as analises de diversidade do
gene funcional de dioxigenases utilizando o software DOTUR (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2005), por considerarem que este limiar ¢ adequado para sequéncias altamente conservadas do
gene, com o objetivo de agrupar filotipos estreitamente relacionados, sem perda de

informagdes potencialmente valiosas pela inclusdo de sequéncias distintas filogeneticamente.

Em um trabalho mais recente, a técnica de pirosequenciamento foi utilizada para
determinacdo da diversidade funcional do gene bph em solos contaminados com bifenilos
policlorinados (IWAI et al., 2010). Os autores utilizaram um valor de cutoff de 0,6 para
realizar o agrupamento entre as sequéncias do mesmo grupo ao nivel de aminoéacido,

considerando a formagdo de um numero gerenciavel de clusters para realizar as analises ¢ a
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interpretagao dos resultados, uma vez que a técnica gera uma quantidade muito grande de

dados.

O desenvolvimento do sequenciamento de DNA teve impacto crucial sobre as ciéncias
bioldgicas e biomédicas e, desde seu advento na década de 70 (SANGER et al., 1977),
assumiu um papel importante em muitos campos cientificos. A técnica ¢ utilizada em areas
muito distintas, como a biologia molecular, a genética, a biotecnologia, a farmacologia, a
ciéncia forense, e mesmo na arqueologia e antropologia. Dadas as novas descobertas que
continua a gerar, o sequenciamento de DNA vai continuar a revolucionar os fundamentos

conceituais de muitas ciéncias (FRANCA et al., 2002).

Técnicas moleculares envolvendo sequenciamento em larga escala, como o
pirosequenciamento (454 Life Sciences, Roche, EUA), possibilitam a geragdo de um ntimero
muito maior de sequéncias do gene-alvo, uma vez que aumentam a amostragem de sequéncias
de DNA em varias ordens de grandeza, permitindo a deteccdo mais precisa dos membros

menos abundantes e raros das comunidades microbianas.

A tecnologia de pirosequenciamento constitui um método alternativo para o
sequenciamento de segmentos curtos de DNA (RONAGHI, 2001). Embora a técnica tenha
certas limitagdes, como o comprimento relativamente pequeno das sequéncias geradas, ¢ um
método rapido com tempo real de leitura, altamente propicio para o sequenciamento de
trechos curtos de DNA. Ao contrdrio do sequenciamento de Sanger, a preparacdo das
amostras antes da analise também ¢ relativamente rapida e os custos sdo menores, sendo que
os reagentes sdo consideravelmente menos onerosos quando comparado com o
sequenciamento tradicional, que se baseia principalmente na constru¢do de bibliotecas

genomicas e clonagem do gene-alvo (GHARIZADEH et al., 2002).

Até pouco tempo atras, a maioria dos estudos de ecologia microbiana baseava-se
principalmente na constru¢do de bibliotecas de genes 16S rRNA e posterior sequenciamento
do maior niimero possivel de clones tinicos da comunidade. Contudo, os custos elevados para
a constru¢do das bibliotecas genomicas, a manuten¢do dos clones e o sequenciamento baseado
no método de Sanger, frequentemente limitam o nimero de sequéncias produzidas. A
detec¢do dos taxa com abundancia inferior exige a produgdo e o sequenciamento de um
nimero muito maior de clones do que as quantidade geralmente descritas na literatura (HUSE

et al., 2007).
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Neste contexto, técnicas recentes de sequenciamento de DNA como o
pirosequenciamento permitem analisar centenas de milhares de sequéncias distintas de uma
mesma amostra em um curto espaco de tempo. Esta tecnologia tem sido utilizada
recentemente com a finalidade de explorar a extensa diversidade microbiana nos mais
variados ambientes (HALL, 2007). A nova geragdo de sequenciadores realiza a leitura do
DNA em tempo real e se baseia na técnica de detec¢ao de pirofosfato (PPi) liberado durante a
sintese de DNA. Em uma sequéncia de reacdes enzimaticas, a luz visivel emitida ¢ utilizada
na detec¢do do nucleotideo incorporado a sequéncia de DNA e, assim, o equipamento

possibilita o sequenciamento de milhdes de bases em poucas horas (RONAGHI, 2001).

Em um trabalho recente, Gharizadeh et al. (2006), apresentaram resultados relativos a
comparagao entre o sequenciamento pelo método de Sanger e a tecnologia de sequenciamento
em larga escala. Os autores sugerem que a técnica de pirosequenciamento ¢ altamente
favoravel em relagdo a reducdo do tempo de preparo da amostra, facilidade de utilizagdo e
economia de custos e de trabalho, embora as taxas de erro de sequenciamento sejam
compativeis para as ambas as tecnologias. Em fun¢cdo do comprimento das sequéncias
obtidas, a técnica de Sanger ainda constitui boa opgdo para o sequenciamento de longos
trechos de DNA. Ainda que a técnica de pirosequenciamento apresente desafios relativos ao
desenvolvimento de softwares para analise de grandes quantidades de sequéncias, a acuracia
dos resultados pode ser aumentada em pelo menos 90% em relacdo ao método tradicional,
principalmente em relagdo a amostragem de grupos raros € menos abundantes presentes no

ambiente, o que torna a técnica conveniente para uso em diferentes campos cientificos.

O estudo da diversidade microbiana nos solos ¢ essencial tanto para a defini¢ao de
estratégias para preservacdo de biomassa quanto para o desenvolvimento de sistemas
indicadores de alteragdes ambientais associadas a distirbios, como a presenca de poluentes ou
a utilizagdo nado sustentdvel de solos agricolas, principalmente na regido amazodnica. De
maneira geral, verifica-se que a organizacao e o funcionamento das comunidades microbianas
governam as transformacdes bioquimicas que ocorrem no solo e a diversidade genética destas
comunidades e sua relacdo com os processos biogeoquimicos definem a diversidade funcional

dos ecossistemas (LAMBALIS et al., 2005)

Além disso, o conhecimento dos recursos genéticos da microbiota dos solos pode
contribuir para a descoberta de genes codificando novas enzimas ativas em condi¢oes

ambientais extremas, além de peptideos com atividades de interesse biotecnoldgico. Nesse
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sentido, um dos primeiros passos para a caracterizagdo de um ecossistema ¢ a descri¢ao dos
organismos que o habitam, gerando informacdes que permitam estimar a diversidade das
comunidades e sua relacdo com as fungdes e a estabilidade do ambiente (VALINSKY et al.,

2002).

Dentro deste contexto reside a importancia de se desenvolver estudos incluindo o uso
de técnicas moleculares para avaliar a microbiota dos solos TPI e do carvao pirogénico, como
a construgao de bibliotecas contendo genes funcionais envolvidos em atividades metabdlicas e
nos ciclos biogeoquimicos, como as dioxigenases aromaticas, quanto o sequenciamento em
larga escala de genes catabdlicos, que permite acessar mais detalhadamente a diversidade
microbiana de sistemas biologicos. Os dados robustos gerados a partir destas analises podem
favorecer a compreensdo das bases evolutivas da variabilidade genética da microbiota de
solos TPI e do carvao pirogénico, além de prover dados que poderdo servir como base para
estudos envolvendo a bioprospec¢cdo de genes de interesse comercial, como produtos da
industria farmacéutica e, principalmente, daqueles envolvidos em processos de

biorremediacdo de ambientes contaminados.
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2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE
DEGRADADORAS DE COMPOSTOS AROMATICOS EM SOLOS DE TERRA
PRETA DE INDIO DA AMAZONIA

RESUMO

As atividades da microbiota do solo sdo essenciais para a ciclagem da matéria organica,
podendo contribuir para a alteracdo da disponibilidade de nutrientes e elementos toxicos no
solo, a concentracdo de gases associados ao efeito estufa na atmosfera, bem como para a
alteracdo dos atributos fisicos dos solos. O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar
geneticamente bactérias potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos em solos de quatro
sitios de Terra Preta de Indio da Amazonia, Brasil. Para isto, utilizou-se uma combinacéo de
métodos cultivo-dependentes, como o isolamento a partir do enriquecimento em meio
seletivo, juntamente com técnicas moleculares aplicadas ao estudo das populagdes de
bactérias isoladas do ambiente, incluindo a detecc¢ao e o sequenciamento de genes 16S rRNA.
Foram obtidos 100 isolados para cada sitio de TPI analisado, num total de 400. A
distribuicdo dos géneros bacterianos encontrados em cada sitio de TPI foi bastante
heterogénea, sendo que alguns isolados foram altamente similares a bactérias derivadas de
clones ambientais. Géneros bacterianos como Pseudomonas, que s3o micro-organismos
altamente adaptados e amplamente distribuidos na maioria dos ambientes, foram encontrados
em todos os quatro solos de TPI analisados. Alguns géneros, como por exemplo
Ochrobactrum e Starkeya, foram isolados somente a partir de solo do Caldeirdo sob capoeira.
Paralelamente, os géneros Achromobacter, Caulobacter e Cellulomonas foram isolados
somente a partir do solo TPI Caldeirao-Cultivado, e isolados de Gordonia foram encontrados
exclusivamente no Hatahara. Os resultados demonstraram o imenso potencial das bactérias
dos solos de TPI para processos de importancia biotecnologica. A natureza bastante singular
destes solos, com elevada quantidade de carvao pirogénico, pode favorecer o
desenvolvimento de novas vias metabdlicas a partir dos micro-organismos, com capacidade

competitiva em a¢des de biorremediacao e biodegradagdo de ambientes impactados.

Palavras-chave: Bacteria, Isolamento, microcosmos, 16S rRNA
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ABSTRACT

Soil microbial activities are essential for the organic matter cycling, contributing to the
availability of nutrients and changing the availability of toxic elements in soil as well as the
concentration of greenhouse gases in the atmosphere and modifying the soils physical
attributes. The aim of this study was to isolate and characterize potentially hydrocarbon
degrading bacteria from four Amazonian Dark Earth (ADE) sites in the Central Amazon,
Brazil. a combination of cultivation-dependent methods were used, such as enrichment and
isolation, together with molecular techniques applied to study populations of bacteria isolated
from the environment, including the detection and sequencing of 16S rRNA gene. One-
hundred isolates were obtained for each ADE site, in a total of 400. The distribution of
bacterial genera found at each ADE site was quite heterogeneous, with some isolates highly
similar to bacterial environmental clones. Bacterial genera such as Pseudomonas, which are
highly adapted micro-organisms widely distributed in most environments, were found in all
four ADE soils analyzed. Some bacteria such as Ochrobactrum and Starkeya were isolated
only from the Caldeirdo Experimental Station under secondary forest. In addition,
Achromobacter, Caulobacter and Cellulomonas were isolated only from the Caldeirdo site
under agriculture cover, as well as Gordonia isolates, which were found exclusively in
Hatahara. The results demonstrated the enormous potential of ADE soil bacteria for
biotechnological applications. The quite unique nature of these soils with high amount of
pyrogenic black carbon can promote the development of new microbial pathways, with
competitive ability for bioremediation and biodegradation activities regarding impacted

environments.

Keywords: Bacteria, Isolation, microcosm, 16S rRNA
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2.1 INTRODUCAO

Os micro-organismos sdo altamente eficientes e versdteis em sua capacidade de
degradar hidrocarbonetos (HEAD et al., 2006). A microbiota com capacidade de biodegradar
hidrocarbonetos poliaromaticos, monoaromaticos e hidrocarbonetos alifaticos ¢ relativamente
facil de isolar, particularmente a partir de ambientes contaminados com petréleo (NAIR et al.,
2008). O isolamento de bactérias que degradam hidrocarbonetos foi realizado pela primeira
vez ha quase um século, e uma revisdo recente enumera 79 géneros bacterianos que podem
usar hidrocarbonetos como unica fonte de carbono e energia. A maioria do nosso
conhecimento sobre a diversidade intra-espécie de bactérias degradadoras de hidrocarbonetos
¢ baseada em apenas parte destes géneros, geralmente os mais abundantes, tais como
Pseudomonas (BHATTACHARYA et al.,, 2003), Acinetobacter (WHYTE et al., 1997),
Sphingomonas (LEYS et al., 2004). Mycobacterium (LEYS et al., 2005) ¢ Rhodococcus
(IRVINE et al., 2000).

A manutencdo da diversidade dos micro-organismos no ambiente estd baseada
principalmente em sua notdvel versatilidade metabolica e adaptabilidade genética
(KURTBOKE et al., 2004), o que os torna uma importante fonte de recursos genéticos para o
avango biotecnoldgico e para o desenvolvimento sustentavel. Os micro-organismos tém papel
essencial nos ciclos biogeoquimicos, dos quais muitos aspectos ainda sao pouco conhecidos,

muito embora exista um entendimento dos mecanismos gerais que controlam cada ciclo.

As atividades da microbiota do solo sdo essenciais para a ciclagem da matéria
organica, a formacdo do humus, a nitrificagdo ¢ a fixagdo biologica do N,, entre outros
processos, os quais podem contribuir para a alteracdo da disponibilidade de nutrientes e
elementos toxicos no solo, a concentragdo de gases associados ao efeito estufa na atmosfera,
bem como para a alteragdo dos atributos fisicos dos solos. Nesse sentido, novos isolados
bacterianos e novas vias metabolicas microbianas tém sido constantemente descritas, e tem
contribuindo, portanto, para um melhor entendimento da dindmica dos ciclos do C, N, Fe, Mn

e As (NEUBAUER et al., 2002; OREMLAND; STOLZ, 2003).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar geneticamente
bactérias potencialmente degradadoras de hidrocarbonetos em solos de Terra Preta de Indio

da Amazonia, Brasil. Para isto, utilizou-se uma combinagdo de métodos cultivo-dependentes,
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como o isolamento a partir do enriquecimento em meio seletivo, juntamente com técnicas
moleculares aplicadas ao estudo das populagdes de bactérias isoladas do ambiente, incluindo a
deteccdo e o sequenciamento de genes 16S rRNA, para a identificagdo dos géneros com
potencial de degradacdo de hidrocarbonetso aromaticos. Estes dados podem gerar informagdes
sobre a medida da participacdo destes micro-organismos na manuten¢do da resiliéncia da
fertilidade dos solos de TPA, na estabilidade da matéria orgdnica e na conservacao das

caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a agricultura sustentavel na regido amazonica.

2.2 Desenvolvimento

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) nao sao degradados pela maioria
dos micro-organismos, devido a complexidade de sua estrutura quimica e baixa solubilidade
em agua. Para a selecdo dos micro-organismos com comprovada capacidade de degradacao
destes compostos, faz-se necessario fornecer condi¢des adequadas de disponibilidade de agua,
de nutrientes inorganicos, de pH e de temperatura. Os micro-organismos degradadores utilizam
vias bioquimicas complexas para transformar os HPAs em intermedidrios comuns do seu
catabolismo e, a partir dai, em fonte de carbono e energia para o seu crescimento

(BAMFORTH; SINGLETON, 2005).

O ensaio de enriquecimento foi realizado segundo Ma et al. (2006), com algumas
adaptacdes. Foram preparados microcosmos compostos do meio minimo Bushnell-Haas
(Difco™) adicionado dos hidrocarbonetos naftaleno e fenantreno (em granulos) em uma
mistura a 0,05%, segundo Furukawa et al. (1978). Os hidrocarbonetos foram esterilizados
utilizando-se uma solucao de NaOH 1M, por filtragdo, além de exposicao por 2 a 3 horas em

camara de fluxo laminar com ldmpada UV.

O bioensaio de enriquecimento utilizando meio minimo e uma mistura de HPAs
como unica fonte de carbono teve como principal objetivo selecionar bactérias
potencialmente degradadoras presentes em solos de TPI. Este ensaio caracteriza-se pela
incubacdo do solo em meio minimo contendo hidrocarbonetos aromaticos como unica
fonte de carbono e energia. Desta forma, espera-se selecionar micro-organismos que
possuam no genoma os genes catabolicos responsaveis por processos de biodegradacgio,

através da indugao da expressdo génica por meio de uso de substrato indutor.
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2.2.1 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo, CENA/USP,

Piracicaba-SP.

2.2.1.1 Areas de estudo

Amostras de solos de Terra Preta de Indio foram coletadas em quatro sitios distintos
na regido central da Amazonia Ocidental (Figura 2.1), situados nas proximidades de Manaus-
AM, sendo dois sitios na Estacdo Experimental do Caldeirdo, na Embrapa CPAA (Iranduba-
AM), descritos anteriormente como Caldeirdao-Capoeira (03°15°11”S - 60°13°43”W) e
Caldeirao-Cultivado (03°15°09”S - 60°13°42”W), além de dois sitios de TPI mais antigos e
analisados extensivamente em expedi¢des pedo-arqueologicas, o Costa do Agutuba (03° 05'
53.92"S - 60° 21' 19.90"W) e o sitio Hatahara (03° 16' 28.45"S - 60° 12' 17.14"W). Estes
ultimos sdo caracterizados pelo uso das TPI para atividades antropogénicas intencionais,
baseadas em cultivos intensivos em clareiras (DENEVAN, 1998), com atividade agricola
(permanente ou semipermanente) de longa duragdo, além do sitio Caldeirdo-Cultivado, onde
sdo realizados experimentos agricolas ha pelo menos 20 anos. O sitio Caldeirdo-Capoeira,

entretanto, constitui uma area de floresta secundaria sem perturbagao héa pelo menos 30 anos.
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Figura 2.1 - Localizag@o das areas de coleta dos solos TPI analisados no presente trabalho. Fonte: GPS

Trackmaker (http://www.gpstm.com/)

2.2.1.2 Amostragem dos solos

Amostras de solo foram coletadas em pontos demarcados nos quatro sitios de TPI, em

varias excursoes durante os anos de 2009/2010. As amostras de solo foram coletadas em

tubos PVC, na profundidade de 0 a 10 cm. Os pontos de coleta foram geo-referenciados
(ponto central) e foram coletados mais quatro pontos ao redor de cada ponto central (norte,
sul, leste e oeste), com distancia de 1,5 metros entre cada ponto. Em seguida, foram coletadas

4 repeti¢cdes de cada ponto, distantes 30 cm do ponto de coleta. Os tubos foram encaminhados

ao Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA (Centro de Energia Nuclear na

Agricultura-USP, Piracicaba-SP), sob refrigeracdo, e mantidos em ultra-freezer a -80°C.

2.2.1.3 Preparo das placas seletivas contendo meio solido e HPAs

As placas com meio seletivo Bushnell-Haas (Tabela 2.1), utilizadas para o

plaqueamento das dilui¢cdes seriadas obtidas a partir do sub-cultivo de enriquecimento,
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foram preparadas pela adicdo de 1% de 4gar em meio liquido, juntamente com 200 pL de
uma solucdo alcodlica de HPAs (naftaleno e fenantreno) a S0ppm (concentracao final), e
espalhados em cada placa com meio s6lido, a fim de produzir um filme de HPAs na
superficie, para ser aproveitado como fonte de carbono pelos micro-organismos
degradadores (Figura 2.2). Esta concentragdo foi escolhida para o ensaio por estar dentro
dos valores de orientacdo e intervencdo recomendados pela CETESB
(www.cetesb.sp.gov.br) para solos agricolas, residenciais e industriais. Em seguida, as
placas foram deixadas abertas em camara de fluxo laminar por pelo menos uma hora, a

fim de evaporar todo o alcool.

Tabela 2.1 - Composicdo do meio minimo Bushnell-Haas

Bushnell-Haas (Difco™) gramas/litro

Sulfato de magnésio 0,2
Cloreto de calcio 0,02
Fosfato monopotassico 1,0
Fosfato de amo6nia 1,0
Nitrato de postassio 1,0
Cloreto férrico 0,05

& >

Figura 2.2 - Preparo das placas seletivas contendo o meio mineral e a solugdo alcodlica de HPAs

2.2.1.4 Producéo dos microcosmos para incubacao do solo na presenca de HPAs

Para produg¢do dos microcosmos contendo o solo e os hidrocarbonetos, foram
preparados 50 mL de meio Bushnell-Haas, usado para estudos de utilizagdo microbiana de
hidrocarbonetos, e adicionados de um grama de solo, juntamente com uma mistura de

naftaleno e fenantreno (em granulos) em uma concentra¢do final de 0,05% (FURUKAWA
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et al., 1978), que foi inserida diretamente no meio. O ensaio foi realizado em triplicata
para todos os solos € os microcosmos foram incubados a 30°C sob agitacdo constante a

300 rpm (Figura 2.3).

Os in6culos iniciais foram mantidos em incubadora por 15 dias e, apds este
periodo, um mililitro foi retirado de cada microcosmo para sub-cultivo e adicionado a
novo frasco contendo meio de cultura Bushnell-Haas e HPAs, nas mesmas condi¢oes
citadas anteriormente, por mais 15 dias. Posteriormente, apos a sub-cultura, foram feitas
diluigdes em série entre 1x10' ¢ 1x10 para cada repetigdo e 200 pL de cada réplica foram
espalhados nas placas contendo o meio seletivo (item 2.2.4), e incubados em estufa a 30°C

até aparecimento das colonias.

Em seguida, foram retiradas culturas das placas com dilui¢cdes onde o crescimento
foi de 30 a 300 coldnias, com o auxilio de alga de platina e, posteriormente, estas colonias
foram novamente inoculadas a 30°C em placas de petri contendo meio Caso-agar
(Difco™), para a verificacdo de possiveis contaminagdes, que podem ser observadas pelas
diferencas morfoldgicas entre colonias microbianas. As culturas purificadas foram
inoculadas em meio Caso-Broth (Difco™) para posterior extracdo de DNA gendmico total
e reagdes de PCR para obtengdo de amplicons do gene 16S rRNA ¢ consequente

sequenciamento e identificagdao do isolados.



Cultivo
15 dias, 30°C, 200 rpm
1 g solo + 50 mL meio BH +0,05% HPAs
(FURUKAWA etal., 1978)

Sub-cultivo
15 dias, 30°C, 200 rpm

ImL
+
50 mL meio BH
+
0,05% HPAs

(FURUKAWA etal, 1978)

Diluicéo seriada
(302300 colonias)

: Sequenciamento parcial 165 rRNA :
ABI 3100 (Applied Biosystems)

Figura 2.3 - Esquema demonstrativo do ensaio de enriquecimento realizado para o isolamento de

degradadores bacteriano a partir de solos TPI

61
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Como controles positivos, foram utilizados as culturas das cepas padroes DSM
6506 ¢ 6899, ambas degradadoras de compostos aromaticos, obtidos do banco de culturas
da Alemanha (DSMZ, German Resource Centre for Biological Material,
http://www.dsmz.de/index.htm), como descritos na Tabela 2.2, nas mesmas condigdes
aplicadas aos solos; para controle negativo, foram incluidos um frasco contendo somente
o meio Bushnell-Haas juntamente com a mistura de HPAs, para controle de contaminagao
dos hidrocarbonetos e do meio, além de frascos contendo somente 0 meio minimo € 0s
in6culos bacterianos das cepas padroes DSM 6506 e 6899, para verificagdo do
crescimento bacteriano em meio sem fonte de carbono. Espera-se que o crescimento
microbiano em meio Bushnell-Haas sem fonte de carbono seja minimo ou inexpressivo,

segundo orientagcdes do fabricante do meio de cultura.

Tabela 2.2 - Padroes DSM utilizados para o bioensaio e para as caracterizagdes genéticas

No. DSMZ Micro-organismo Metabolismo de hidrocarbonetos

DSM 6506 Pseudomonas fluorescens Utiliza naftaleno como fonte de carbono
DSM 6899 Pseudomonas putida Utiliza tolueno como fonte de carbono

2.2.1.5 Caracterizacgao genética dos isolados obtidos pelo enriquecimento

Extracio de DNA gendmico dos isolados obtidos no enriquecimento

O DNA genomico bacteriano dos isolados obtidos para cada sitio de TPI analisado foi
extraido segundo metodologia descrita por SAMBROOK et al. (1989). Apos incubagdo em
meio Caso-Broth sob agitagdo, as suspensdes bacterianas foram centrifugadas e lavadas com
solugdo salina (NaCl, 0,85%) e avaliadas por densidade oOtica, a fim de alcancar a
concentracdo de 10° células/mL. Em seguida, os precipitados foram ressuspendidos em TE
50/20 (Tris a 50 mM, pH 8,0 e EDTA-Na, a 20 mM, pH 8,0) e adicionou-se as suspensdes
bacterianas os seguintes reagentes: SDS (sodium dodecyl sulfate) 10%; proteinase K (10
mg/mL, estoque a -20°C); lisozima (5 mg/mL, estoque a -20°C) ¢ RNAse (10 mg/mL, estoque
a temperatura ambiente), com incubacao a 37°C por 1 hora, ou até clarear. Apds acrescentar
NaCl 5M para uma concentragdo final de 250 mM e AcONa 5 M para uma concentragado final
de 300 mM, as amostras foram deixadas em repouso por 1 hora a 4°C, e o sobrenadante foi
recolhido apos centrifugacdo por 15 min a 12.000 rpm. Em seguida, adicionou-se, para cada

amostra, 2 volumes de etanol absoluto a 95%, para precipitagdo do DNA. Finalmente, as
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amostras foram armazenadas por uma noite a -20°C e, posteriormente, o etanol foi descartado

apos centrifugagao e o precipitado ressuspendido em 50 uL de TE 10/1.

A quantidade de DNA de cada amostra foi verificada apos eletroforese em gel de
agarose de 8 cm x 10 cm a 1,0%, submetido a um campo elétrico de 80V por
aproximadamente 30 min. A pureza do DNA foi verificada apds coloragdo com brometo de
etidio (0,5 pug/ml gel), e como padrdo de peso molecular foi utilizado o 100pb DNA Mass

Ladder™ (Invitrogen Life Technologies).

O DNA extraido foi também quantificado em espectrofotdometro, adotando-se a
relagdo de 1,0 densidade dtica a 260 nm (OD 260) como sendo igual a 50 ng de DNA/uL
(SAMBROOK et al., 1989). Finalmente, foi feita a diluigdo do material para uma

concentragdo final de 50 ng/uL, que foi utilizada nas reagdes de PCR.

Amplificacdo, por técnica de PCR. do gene 16S rRNA dos isolados obtidos no ensaio de

enriquecimento

Os DNAs dos isolados foram submetidos a amplificagdo com primers especificos fD1
e tD1, que amplificam em torno de 1500 pares de bases do gene 16S rRNA de Bacteria,
segundo WEISBURG et al. (1991) (Tabela 2.3). Solugdes “mix” foram preparadas para as
reacoes de amplificagao contendo os reagentes dNTPs (0,2 mM de cada base); tampao 10X
(Tris-base a 200 mM, pH 8,4; KCI a 500 mM) (1X); MgCl, (3,0 mM); Platinum Tag DNA
Polymerase (1,5U); os primers (oligonucleotideos) (5 pmol/ reagdo); DNA (40 ng/reagdo),
além de agua ultra-pura (Milli-Q) para volume final de 25 pL. As reagdes de amplificagao
foram realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) nas seguintes condigdes: um ciclo de desnaturagdo inicial a 94°C por 4
minutos, 25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos,
além de um ciclo de extensdo final de 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados
foram visualizados em gel de agarose a 1%, com padrdo de peso molecular 1 kb DNA Mass

Ladder™ (Invitrogen Life Technologies).
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Tabela 2.3 - Primers utilizados para detec¢do e sequenciamento do gene 16S rRNA

Primer (5’-3") Referéncia
fDI  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
WEISBURG et al. (1991)

D1 AAGGAGGTGATCCAGCC

Os fragmentos amplificados foram purificados em coluna de matriz de fibra de vidro
GFX™ PCR-DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), ressupendidos em agua
ultra-pura (Milli-Q) e quantificados em gel de agarose a 1,0% utilizando o marcador de peso
molecular Low DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies), para verificagdo do

rendimento da purificagao.

Sequenciamento parcial do gene 16 rRNA

Para o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, 1 pL do produto purificado
(aproximadamente 20 ng) foi utilizado na rea¢do de amplificagdo com o DYEnamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit (GE Healthcare) conforme instrugdes do fabricante, e o
primer utilizado para amplificagdo parcial do gene-alvo foi o fDI. As reagdes de
sequenciamento foram feitas nas seguintes condi¢des: 30 ciclos, com desnaturagao a 95°C por

20 segundos, anelamento do primer a 55°C por 15 segundos ¢ extensdo a 60°C por 1 minuto.

Em seguida, as amostras foram purificadas adicionando-se 2 uLL de uma solugdo de
acetato de sodio a 1,5 M/EDTA a 0,25 M e, ap6s homogeneizagao, adicionou-se 60 pL de
etanol 100%. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 45 minutos em temperatura
ambiente, ¢ o sobrenadante foi descartado por inversdo da placa. Adicionou-se 150 puL de
etanol a 70% e a mistura foi homogeneizada e centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e os precipitados foram colocados no concentrador de
DNA por 10 min. Em seguida, os produtos foram eluidos em 10 pL de formamida e
sequenciados em sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied

Biosystems).
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2.2.1.6 Processamento de dados (Analise das sequéncias)

A analise das sequéncias foi feita com base nos eletroferogramas gerados pelo software
Sequencing Analysis 3.0. As sequéncias nucleotidicas obtidas tiveram seus cromatogramas
analisados pelos softwares BIOEDIT e PhredPhrap-Consed (EWING; GREEN, 1998; EWING
et al., 1998; GORDON et al., 1998), para edi¢do e remocao do primer, a fim de estabelecer as
sequéncias consenso para cada isolado bacteriano e remover as bases com baixa qualidade. O
nivel de exigéncia minimo foi de 400 bases com qualidade acima de 20 (um erro a cada 100
bases lidas). Em seguida, as sequéncias foram comparadas com aquelas disponibilizadas no
banco de dados GenBank do (NCBI), utilizando-se o programas Blastn (ALTSCHUL et al.,

1990), para identificacdo do isolados bacterianos.

2.2.1.7 Construcdes filogenéticas

Para os agrupamentos filogenéticos, as sequéncias de cada sitio de TPI foram
alinhadas utilizando-se o programa ClustalW (LARKIN et al., 2007). Apos o alinhamento
multiplo das sequéncias com as sequéncias de referéncia do GenBank, foram construidos os
agrupamentos filogenéticos no programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007), pelo método de
Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) com valor de bootstrap de 1000 repetigoes.

2.2.2 Resultados e Discusséo
2.2.2.1 Coleta e Caracterizacédo dos Solos

As amostras de solo foram coletadas nos quatro sitios analisados no presente trabalho,
todos situados na regido de Manaus, na Amazdnia Central. Cada ambiente apresenta distintos
sistemas de uso da terra, caracterizados principalmente por agricultura de subsisténcia e
floresta secundaria, comumente chamada de “capoeira”. A Tabela 2.4 apresenta alguns dados
referentes aos sitios de TPI avaliados, como estimativas da profundidade do horizonte
antropico, além de dados referentes a datagdo dos sitios arqueoldgicos (NEVES et al., 2003;
TEIXEIRA et al., 2009; LIANG et al., 2010; GROSSMAN et al., 2010). Estes dados revelam
que os sitios Costa do Agutuba e Hatahara compreendem nichos arqueoldgicos de ocupacao

mais antiga que os sitios da Estagdo Experimental do Caldeirdo, podendo haver diferengas na
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composi¢ao e estrutura das comunidades microbianas dos horizontes antropicos em funcao do
periodo de deposicao e enriquecimento destes solos com nutrientes e carvao pirogénico

durante a formagao das TPI, que constituiram padrdes diferentes de ocupagao.

As amostras foram coletadas na profundidade de 0-10 cm, uma vez que nesta
profundidade ocorre a maioria das reagdes bacterianas dependentes de oxigénio, como a
biossintese e biodegradacao de moléculas. A coleta das amostras foi realizada em tubos PVC,
no sentido vertical, sem abertura de trincheira; posteriormente, os tubos foram vedados e
acomodados em gelo seco. Apods a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratorio de
Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, onde uma aliquota foi armazenada a -80°C para
extracdo do DNA e futuras andlises moleculares; outra aliquota foi enviada ao Laboratério de
Andlises Quimicas da ESALQ/USP para andlise das caracteristicas quimicas das amostras de

solo.

A Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com os dados quimicos do solo
revelou agrupamentos distintos para os quatro sitios estudados, onde se observa que as
amostras de solo do sitio Hatahara, um dos mais antigos e mais extensivamente caracterizados
sitios de TPI da regido, apresentaram valores maiores de calcio (Ca), CTC e soma de bases
(SB), além de valores consideraveis de fosforo (P), quando comparadas com as amostras dos
outros trés sitios (Figura 2.4). Elevados valores de P nas TPI estdo associados a presenga de
0ssos, além de atividades de queima da vegetagdao, comuns para as populacdes que ocuparam
os sitios arqueolodgicos. Existe uma relagdo direta entre os teores de P total e a CTC potencial
nas TPI, sendo que uma possivel explicacdo seria a redu¢do na adsor¢do de P, causada pela
formagdo de complexos com a matéria organica. Este fendmeno ocorre em menor intensidade
nas camadas mais profundas, onde os teores de matéria organica sdo menores (FALCAO et

al., 2009).
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Figura 2.4 - Analise de Componentes Principais baseada nos elementos quimicos dos solos de TPI

Variaveis como a capacidade de troca catidnica, a soma de bases (SB) e a saturacao
por bases (V) apresentam valores muito mais altos nas TPI quando comparados com os solos
adjacentes. Os valores elevados da CTC ndo acontecem somente em fungdo do alto teor de
material organico presente, mas também de uma maior densidade de cargas por unidade de
carbono (LIANG et al., 2006). Esta propriedade do carbono organico ¢ especifica para solos
como as TPI, com alto conteudo de carvao pirogénico, que possui a propriedade de reter mais
nutrientes por apresentar maior superficie especifica que o carvao resultante da queima da
madeira em temperaturas mais elevadas, e por possuir maior densidade de carga negativa por

unidade de area superficial (GLASER et al., 2001; LIANG et al., 2006; CUNHA et al., 2009).



Tabela 2.4 - Caracteristicas dos sitios TPI e atributos quimicos do solo
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. . pH MO P S K Ca Mg Al H+tAl SB CIC \Y%
. Sistema de uso da Horizonte
Sitios TPI terra Idade (amos) antropico (m)
¢ opico (CaCl)  (g/dm™) (mg/dm) (mmolc/dm™) (%)
CALDEIRAO- Floresta secundaria
CAPOEIRA (~20 anos) ~1200 0,30 - 1,40 52 41,0 1000 11,0 3,7 520 11,0 - 470 66,7 1137 59,0
CALDEIRAO- Cultivo de mandioca
CULTIVADO (=30 anos) ~1200 0,30 - 1,40 50 40,0 17,0 9,0 01 510 90 - 470 60,1 107,1 56,0
Culturas de
COSTA DO ACUTUBA subsisténcia 2000 - 2300 0,48 - 0,83 4.8 31,3 204,7 33 1,0 57,7 53 1,0 500 640 1140 50,6
(agricultura familiar)
HATAHARA Cultivo de banana ¢ 600 - 1000 0,43 - 0,69 52 53,0 508,7 43 1,1 1383 13,7 - 487 1537 20,7 76,0
gramlneas

(-) Resultado <0,1 ou ndo determinado; MO: matéria organica do solo; SB: soma de bases; CTC: capacidade de troca catonica; V: saturagdo por bases. Adaptado de Grossman et al. (2010) e Liang et al. (2010).
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A PCA também evidenciou a relacdo inversa entre os valores de fosforo e enxofre
entre os quatro sitios de TPI analisados. No sitio Caldeirdo, os sistemas de uso da terra
influenciaram os teores de potassio (K), sendo que valores mais elevados foram encontrados
na TPI sob capoeira. O sitio Costa do Acutuba foi o unico a apresentar Al trocavel, porém em

teor muito reduzido, além do menor teor de matéria organica entre os quatro sitios.

Estes dados sdo muito importantes no contexto da Amazonia brasileira, onde cerca de
80% dos solos de terra firme (Latossolos e Argissolos) sdo caracterizados por apresentar baixa
concentragdo de bases trocaveis, minerais de argila de atividade baixa como a caulinita, e
oxidos e hidréxidos de ferro e aluminio, além de baixa disponibilidade de fésforo, elevada
acidez e, consequentemente, maior concentragao de Al trocavel e, em certos casos, mangangs,
ambos toxicos para a maioria das plantas (SANCHEZ et al., 1983). Porém, o fator mais
importante na nutrigdo da flora e fauna no sistema do solo parece ser a concentragdo de
nutrientes, altamente favorecida nas TPI, cujo fluxo estd intimamente relacionado com a

assimilacdo por plantas e os processos de mineralizagdo microbiana.

2.2.2.2 Isolamento de bactérias a partir do ensaio de enriquecimento em meio com HPAs

Os microcosmos em triplicata (Figura 2.5) contendo um grama de solo para os quatro
sitios TPI analisados, juntamente com o meio mineral acrescido com HPAs, foram incubados

a 30°C por 15 dias, sob agitacdo constante.

A partir do subcultivo (Figura 2.6) em meio mineral Bushnell-Haas, foram plaqueadas
as diluicdes seriadas, a fim de se obter placas com nimero de coldnias entre 30 e 300, para
facilitar a sele¢ao de colonias bacterianas isoladas, para posterior purificagcdo, extracdo do

DNA e identificag@o por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA.
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Figura 2.5 - Microcosmos contendo os quatro solos TPI analisados, sendo (a) Caldeirdo-Capoeira, (b) Caldeirdo-

Cultivado, (c) Costa do Agutuba e (d) Hatahara

Figura 2.6 - Microcosmos contendo os subcultivos dos quatro solos TPI analisados, sendo (a) Caldeirdo-

Capoeira, (b) Caldeirao-Cultivado, (c) Costa do Agutuba e (d) Hatahara



71

As dilui¢des entre 1x10° e 1x10” foram plaqueadas a partir dos microcosmos, nas trés
repeti¢des para cada um dos quatro solos TPI analisados. As placas com colonias isoladas
foram separadas para retirada das colonias com auxilio de alga de platina; estas colonias
foram transferidas para novas placas contendo meio Caso-agar, onde foram espalhadas por

esgotamento na superficie do meio sélido, para verificagdo de possiveis contaminagdes.

Foram obtidos 100 isolados para cada sitio de TPI analisado, num total de 400. De
modo geral, os isolados apresentaram no minimo quatro morfologias de colonia

diferentes, visualizadas por crescimento das culturas em meio de cultivo sélido (Figura
2.7).

Figura 2.7 - (a) colonias em placa contendo meio sélido obtidas a partir de diluig@o seriada. (b) culturas

purificadas em meio sélido

As culturas foram mantidas nas placas de cultivo contendo meio Caso-agar, e
foram produzidos bancos de germoplasma para os isolados obtidos a partir de cada um dos
quatro sitios de TPI analisados, posteriormente armazenados em glicerol a 50% em ultra-

freezer a -80°C.

Como controles positivos foram utilizados as cepas DSM 6506 (Pseudomonas
fluorescens Mingula 1895) ¢ DSM 6899 (Pseudomonas putida [Trevisan 1889] Migula 1895),
adquiridas do Banco de Culturas da Alemanha (DSMZ), nas mesmas condi¢des do solo,
exceto que as culturas foram diretamente inoculadas nos microcosmos com o auxilio de alga

de platina a partir de células armazenadas em glicerol a 50% (ultra-freezer a -80° C). Estas
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bactérias foram escolhidas por sua capacidade de degradar hidrocarbonetos aromadticos,

previamente descrita na literatura (CONNORS; BARNSLEY, 1982; SPAIN; GIBSON, 1988).

Como controles negativos e a fim de monitorar possiveis contaminagdes nos reagentes
e no meio mineral utilizados no bioensaio, foram incluidos microcosmos contendo somente as
cepas DSM e o meio mineral, sem a presenga de HPAs como fonte de carbono e energia, além
de microcosmos contendo o meio mineral e os hidrocarbonetos, sem a presenca de micro-

organismos. (Figura 2.8).

@) (b)

Figura 2.8 - (a) controles positivos utilizados no bioensaio e (b) controles negativos

Os controles positivos das duas cepas bacterianas padrdes apresentaram crescimento
muito satisfatorio, com rapido consumo dos hidrocarbonetos adicionados ao meio mineral. As
dilui¢des seriadas foram plaqueadas e o crescimento bacteriano foi observado a p6s 24 horas
de incubagdo a 30°C. Aliquotas dos microcosmos utilizados com controles negativos (cepas
DSM em meio mineral sem HPAs) foram também plaqueadas em meio mineral (placas
seletivas), onde foi possivel observar um crescimento basal microbiano, com o aparecimento
de algumas colonias bacterianas na superficie do meio solidificado, provavelmente em fungao
da presenca de carbono-trago no meio de cultura ou na agua de preparo. O microcosmo
contendo somente HPAs e o meio mineral Bushnell-Haas nao apresentou aparecimento de

colOonias microbianas.
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2.2.2.3 Caracterizacdo genética dos isolados e analise das sequéncias

Extracdo de DNA gendmico dos isolados obtidos no enriquecimento

As extragdes de DNA gendmico dos isolados foram realizadas com trés repeti¢des
para cada amostra de solo das TPI: sitios Caldeirdo-Capoeira e Cultivado, Hatahara e Costa
do Acutuba, assim como a constru¢do dos microcosmos e a posterior amplificacdo do gene
16S rRNA para sequenciamento e identificagdo dos isolados. Os pontos para extragao foram
escolhidos ao acaso entre os 25 coletados para cada sitio na profundidade de 0 a 10 cm, e a

metodologia utilizada para extracdo foi adaptada de Sambrook et al. (1989).

O DNA dos isolados dos quatro sitios de TPI analisados foi extraido com sucesso apos
crescimento das culturas em meio liquido, apresentando oOtima qualidade e elevada
quantidade, cujas concentragdes alcangcaram em torno de 100 ng por microlitro para cada

amostra (Figura 2.9)

ek el W N e B e e e e e ] e e b ) e o o e bl

Figura 2.9 - Gel resultante da extracdo do DNA gendmico de alguns isolados obtidos no ensaio de
enriquecimento em meio mineral contendo HPAs. PM: padréo de peso molecular 100pb DNA Mass Ladder™

(Invitrogen Life Technologies)

Amplificacdo, por técnica de PCR. do gene 16S rRNA dos isolados obtidos no ensaio de

enriquecimento e purificacdo dos fragmentos

O DNA extraido e diluido de cada um dos isolados bacterianos foi amplificado por
técnica de PCR utilizando-se os primers fD1 e rD1 (WEISBURG et al., 1991) para a
obtengdo de amplicons do gene ribossomal bacteriano 16S rRNA. Para a maioria dos
isolados, os produtos amplificados geraram um fragmento de DNA de aproximadamente
1500 pb (Figura 2.10), em quantidade suficiente para a realiza¢do das reagdes de

sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Figura 2.10 - Gel resultante da amplficacdo do gene 16S rRNA de alguns isolados obtidos no ensaio de
enriquecimento. B: controle negativo; PM: padrdo de peso molecular 1kb DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life

Technologies)

Em todas as reagdes foram incluidos controles negativos sem DNA. Os amplicons
foram purificados em coluna de matriz de fibra de vidro GFX™ PCR-DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), ressupendidos em agua ultra-pura (Milli-Q) e quantificados
em gel de agarose a 1,0% utilizando o marcador de peso molecular 1kb DNA Mass Ladder™

(Invitrogen Life Technologies), para verificagdo do rendimento da purificacao.

Sequenciamento parcial do gene 16 rRNA e analise das sequéncias

Todos os isolados que foram positivos na amplificacdo do 16s rRNA tiveram seus
fragmentos sequenciados utilizando-se o primer fD1, que amplifica a porgao inicial do gene
ribossomal, de aproximadamente 400 pb. O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA tem
sido extensivamente utilizado como ferramenta molecular para identificagdo de géneros
bacterianos, além de ser utilizado para andlises de diversidade, quando o objetivo ndo ¢
realizar um estudo evolutivo detalhado (CANNAVAN, 2007). A sequéncia parcial do gene
geralmente apresenta variabilidade suficiente para identificagdo inicial de isolados

bacterianos.

Nesse contexto, foram identificados 78 isolados a partir do sitio de TPI Caldeirdo-
Capoeira, 76 para o sitio Caldeirdo-Cultivado, além de 84 isolados do sitio Costa do Agutuba
e 90 do sitio Hatahara, que apresentaram boa qualidade e comprimento suficiente da

sequéncia parcial do gene ribossomal 16S rRNA (em torno de 400 pb) para sequenciamento.
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Este tamanho de fragmento ¢ necessario para permitir uma boa identificacdo do género
bacteriano correspondente a sequéncia submetida a comparagdo no banco de dados do
GenBank (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov), principalmente em termos de similaridade

(identidade) e probabilidade de alinhamentos ao acaso (E value).

A partir da andlise das sequéncias, foram definidos filotipos (NUBEL et al., 1999;
STACH et al., 2003) representativos de todos os géneros bacterianos presentes em cada sitio
de TPI analisado, todos com similaridade acima de 97% em relacao ao banco de dados do
GenBank. Desta forma, foram encontrados 25 grupos bacterianos para o sitio Caldeirdo-
Capoeira, além de 24 grupos para o sitio Cultivado; do mesmo modo, para os sitios Hatahara
e Costa do Acgutuba foram definidos 19 filotipos. Os niumeros de acesso, juntamente com a
identidade em relacdo ao banco de dados e a referéncia de cada sequéncia representativa para

os filotipos de cada sitio TPI avaliado estdo representados nas Tabelas 2.5 a 2.8.



Tabela 2.5 - Filotipos representativos dos géneros bacterianos isolados a partir do sitio Caldeirdo-Capoeira

76

ISOLADO GENBANK DESCRICAO E value IDENTIDADE FONTE (ISOLAMENTO)/ REFERENCIA
6 AY770949.1 Uncultured bacterium ‘;;’;‘: W9 partial 16S rRNA 0.0 97% water injection well of Dagang oilfield / unpublished
14 EU370704.1 Micrococcaceae bacterium CW 108 partial 16S 0.0 98% forest soil / ZHOU et al. (2009)
rRNA gene
16 EU873315.1 Stenotrophomonas Spégg*“ 8 partial 16S rRNA 0.0 99% soil of a ginseng field / unpublished
17 F1489791 .1 Uncultured bacterlulr}lR gznge(:l 16131121D1 1 partial 16S 0.0 100% coral—assocﬁ?rqr l;chtglst(grc(e% (})3;1)rrler Reef) /
Uncultured Burkholderiales bacterium clone o thermophilic microbial fuel cell acetate-fed
19 EU638602.1 SHBZ1784 16S rRNA 0.0 98% experiment / WRIGHTON et al. (2008)
36 EU327525.1 Arthrobacter atrocyaneus partial 16S rRNA gene* 0.0 99% perchlorate reducing e%r:fn(gg%zt)“’e bacteria / SHETE
44 AY898093,1  Uncultured organism clone M8907E10 small subunit 0.0 97% hospital therapy pool / ANGENENT et al. (2005)
ribosomal RNA gene, partial sequence
) . o wastewater treatment-pesticide manufacturing
45 FJ594441.1 Pseudomonas sp. CAT1-8 partial 16S rRNA gene 0.0 97% company (catechol-degrading bacteria) / unpublished
48 FI263918.1  Acinetobacter Ca'°°acet;‘ri BA21 partial 165 rRNA 0.0 98% blood culture (homo sapiens) / unpublished
50 FJ588700.1 Starkeya sp. penbé partial 16S rRNA gene* 0.0 97% P enmhl°“’“m";’:ﬁ;ﬁzhce‘zimammated soil/
B Aveewwsy  UnltmdbesdonOUCII b gy g i i ot of i
Uncultured Achromobacter sp. clone B02-07F partial o high ergovaline treatment gut / RATTRAY et al.
133 FJ542961.1 168 rRNA gene 0.0 99% (2010)
136 FJ646634.1 Pseudomonas sp. IPPW-2 partial 16S rRNA gene* 0.0 99% pulp and paper wastewater / ADDISON et al. (2010)
142 EF582554.1 Uncultured baCterrl]:E Xlgelzeim9-42 partial 16S SE-167 97% salt marsh sedlmirgpetlngﬁlslﬁ:g with petroleum /
Ochrobactrum haemophilum partial 16S rRNA gene, o . .
145 AM422370.1 type strain CCUG 3853 1T* 0.0 99% human clinical specimens / KAMPFER et al. (2007)
146 DQ346936.1 Uncultured bac“’?ﬁﬁ /:1;’:&},‘4435 0 partial 165 6E-166 97% TNT-containing bioreactor / JUNG et al. (2006)
155 AY956789.1 Pediococcus ethanolldugr";r;s Z-9 partial 16S rRNA IE-129 100% walls of a dlstllled-s;;llrlz-zf(;a(r)rgl)entmg cellar / LIU et
Streptomyces umbrinus strain NRRL B-2572T partial o . .
157 DQ442549.1 168 rRNA gene* 4E-132 100% genomic DNA / unpublished
159 EU133545 1 Uncultured bacterlurlg Nci;)ngee E:EH%GS partial 16S 0.0 99% soil from an I/H]lgdﬁsstgz;l]gngﬁi lgr(azsgop;r)alrle preserve
164 DQ803183.1 Uncultured bacterium clone RL311_aam21g01 2E-165 97% human feces (fat diet) / LEY et al. (2006)

partial 16S rRNA gene



Continuacdo
167 EU789481.1 Methylobacterium sp. D5 partial 16S rRNA gene* 6E-34 100% Rhizosphere (sugarcane) / unpublished
168 EU888002.1 Uncultured alpha fggtfg;?:eggﬁ clone [.42 partial 9E-65 99% leach bed reactor / WANG et al. (2010)
173 FI870125.1 Ochrobactrum intermedium partial 165 rRNA gene* 0.0 100% Hexavalent chromium reducing bacteria /
unpublished
174 AM490627.1 Ochrobactrum intermedium TM73 partial 16S rRNA 0.0 100% atypical, prolonged 16S sequence / SCHOLZ et al.
: gene : 0 (2008)
177 EF515413.1 Uncultured bacterium Cl;:geMbOS partial 16S rRNA 0.0 99% upflow microbial fuel cell anode / unpublished

*Filotipos isolados somente neste sitio de TPI.
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Tabela 2.6 - Filotipos representativos dos géneros bacterianos isolados a partir do sitio Caldeirdo-Cultivado

ISOLADO GENBANK DESCRIGCAO E value
1 EF596911.1 Paenibacillus sp. B-257 partial 16S rRNA gene* 0.0
5 EF100520.1 Phyllobacterium sp. SgTel\I/lIeiOM partial 16S rRNA 2E-62
3 AY898093.1 Uncultu‘red organism clone M8907E10 small subunit 00
ribosomal RNA gene, partial sequence
4 EU370704.1 Micrococcaceae bacterlugn;nCeW 108 partial 16S rRNA 0.0
53 AY770949 1 Uncultured bacterium Cgl;?: WO partial 16S rRNA 0.0
Uncultured soil bacterium clone BNPX-744 partial
65 EU554654.1 16S rRNA gene* 0.0
69 AM490627.1 Ochrobactrum |ntermed_|um partial 16S rRNA gene, 0.0
strain TM73
Uncultured Burkholderiales bacterium clone
74 EU638602.1 SHBZ1784 partial 16S rRNA gene 0.0
77 EF515413.1 Uncultured bacterium clone 24b05 partial 16S rRNA 0.0
gene
31 EUI135775.1 Uncultured Microbacterium sp. clone 41 partial 16S 00
rRNA gene*
88 FJ594441.1 Pseudomonas sp. CAT1-8 partial 16S rRNA gene 0.0
103 EF511757.1 Uncultured bacterium clone P5D23-656 partial 16S JE-155
rRNA gene*
105 FJ200382.1 Cellulomonas sp. 3335BRRIJ partial 16S rRNA gene* 1E-144
110 EF178698.1 Streptomyces caeruleus strain NRRL 2449 partial 16S SE-32
rRNA gene*
113 DQ211691.1 Achromobacter sp. LQX-8 partial 16S rRNA gene* 0.0
116 AY956789.1 Pediococcus ethanolldt;rea:lr;s Z-9 partial 16S rRNA 928
17 DQ662491.1 Uncultured bacterium clone RH.208-49-4 partial 16S 6E-145
rRNA gene*
Uncultured Achromobacter sp. clone B02-07F partial
121 FJ542961.1 168 rRNA gene 0.0
123 AM942912.1 Uncultured bacterium partial 16S rRNA gene, isolate JE-17

SEA.0.16*

IDENTIDADE

97%

97%

97%

98%

97%

97%

100%

99%

99%

98%

97%

97%

98%

97%

98%

100%

97%

99%

100%

FONTE (ISOLAMENTO)/ REFERENCIA

Diversity of biphenyl-degrading bacteria /
VEZINA et al. (2008)
root nodule (infra-arid region) / MAHDHI et al.
(2007)

hospital therapy pool / ANGENENT et al. (2005)

forest soil / ZHOU et al. (2009)

water injection well of Dagang oilfield /
unpublished

soil / unpublished
atypical, prolonged 16S sequence / SCHOLZ et al.
(2008)
thermophilic microbial fuel cell acetate-fed
experiment / WRIGHTON et al. (2008)

upflow microbial fuel cell anode / unpublished

Frog skin / unpublished

wastewater treatment-pesticide manufacturing
company (catechol-degrading bacteria) /
unpublished
endotracheal aspirate (homo sapiens) /
FLANAGAN et al. (2007)

clean room (genomic DNA) / unpublished
genomic DNA / unpublished

Contaminated Soil / unpublished

walls of a distilled-spirit-fermenting cellar / LIU et
al. (2006)

hypersaline industrial wastewater / BEN-DOV et
al. (2008)

high ergovaline treatment gut / RATTRAY et al.
(2010)

house dust / PAKARINEN et al. (2008)
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124
125
171
175

182

DQ803183.1
EF608313.1
AY661996.1
FJ390615.1

EU730915.1

Uncultured bacterium clone RL311_aam21g01 partial
16S rRNA gene

Uncultured bacterium clone TBM.190CT-52 partial
16S rRNA gene*

Uncultured bacterium clone 015C-FO01 small subunit
ribosomal RNA gene, partial sequence
Uncultured bacterium clone Ohiol4111 partial 16S
rRNA gene*

Caulobacter vibrioides strain 212 partial 16S rRNA
gene*

3E-158

1E-100

0.0

SE-89

0.0

97%

98%

97%

97%

98%

human feces (fat diet) / LEY et al. (2006)

activated sludge system treating chemical
industries waste water / unpublished

groundwater contaminated with high levels of
nitric acid-bearing uranium waste / unpublished

Canada goose feces / LU et al. (2009)

Water Purifiers (genomic DNA) / unpublished

*Filotipos isolados somente neste sitio de TPI.
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Tabela 2.7 - Filotipos representativos dos géneros bacterianos isolados a partir do sitio Costa do A¢utuba

ISOLADO GENBANK DESCRlCAO E value IDENTIDADE FONTE (ISOLAMENTO)/REFERENCIA

1 EU099608.1 Pseudomonas sp. j9-1 partial 16S rRNA gene 0.0 99% polluted soil (pollutant-resistant strains) / unpublished

5 FN433020.  Arthrobacter “r‘i‘:(f)‘i‘:t'sncsé’&“l‘;gl 6STRNA gene, 35 145 99% Elephant dung sample / unpublished

8 GQ284540.1 Pseudomonas sp. PCngeré-ZO partial 16S rRNA 0.0 98% mangrove sediment / unpublished

9 EU445263.1 Ag mba‘:te”;;“ n};{“fggcr';?\?f‘;f;: EFLRT 121 0.0 98% soil (free lining Rhizobium) / SHAMSELDIN et al. (2008)
12 FJ389669.1 Arthrobacter sp. scl-2 partial 16S rRNA gene 0.0 100% Isocarbophos-degrading bacterium / unpublished

14 GQ302920.1 Uncultured bacltgrsi“r‘};]f]fr;gngak’” partial 0.0 98% blood-fed tick / HEISE et al. (2010)

15 EF693764.1 Pseudomonas sp. H650 partial 16S rRNA gene 0.0 98% hyacinth bulbs (bulb-associated bacteria) / JAFRA et al. (2008)
16 EF153393.1 Pseudomonas sp. Ag‘gg;“ partial 168 rRNA 3E-156 99% enrichment bacteria (genomic DNA) / PLIEGO et al. (2007)
17 EU305672.1 Citricoccus sp. FS24 partial 16S rRNA gene 0.0 98% bioreactor for saline wastewater treatment / MENG et al. (2010)
18 EUS51879.1 Methyl"ba"teriacefﬁﬁf:;‘;ﬁ“ GB3L partial 165 4p 144 100% human mouth / unpublished
31 GU222443.1 Pseudomonas sp. Sgg}jf partial 16S rRNA 4E-172 100% river sediment (nitrifying bacteria) / unpublished
40 GU4s12061 ~ Uneultured ba“erir“&i";:n’:j HIM9 partial 165 0.0 98% adult gut of male / unpublished
41 EF221779.1 Stenotrophomonas s;getnagll partial 168 rRNA 6E-151 98% polluted soil / unpublished
68 GUs60180.1  Uneultured ifggﬁ“fggor’lg%n:sgse%eilone W3S17 0.0 99% biofilm treating pharmaceutical wastewater / unpublished
74 FN392690.1 Arthrobacter sp. C6 partial 16S rRNA gene* 4E-159 99% water (microcystin-degrading bacteria) / MANAGE et al. (2009)
76 EF157292.1 Pseudomonas sp. OK-5 partial 16S rRNA gene 0.0 99% TNT-contaminated soil / unpublished
80 EU373354.1 Micro?ﬁgg;'ga%g{ ‘;%asrt;%‘\?;yg::: strain 0.0 99% root (Endophytic bacteria) / unpublished
83 GU332615.1 Arthrobacter sp. AG3-7 partial 16S rRNA gene* 0.0 99% Longshan potassium mine / unpublished
97 FN666623.1 Paenibacillus sp. 5.5LF 46T partial 16S rRNA 0.0 99% landfill 5.5t depth soil / unpublished

gene*

*Filotipos isolados somente neste sitio de TPI.
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Tabela 2.8 - Filotipos representativos dos géneros bacterianos isolados a partir do sitio Hatahara

81

ISOLADO GENBANK DESCRIQAO E value IDENTIDADE FONTE (ISOLAMENTO)/REFERENCIA

1 EU099608.1 Pseudomonas sp. j9-1 partial 16S rRNA gene 0.0 99% polluted soil (pollutant-resistant strains) / unpublished
Uncultured bacterium clone LaC20H33 partial o uncultivated river sediment bacterium / KITTELMANN &

2 EF667864.1 16S rRNA gene* 2E-117 7% FRIEDRICH (2008)

6 FN433020.1 ArthrObaCtgegnlérei2;?::?553?;; 6S rRNA 0.0 99% Elephant dung sample / unpublished

11 GQ284540.1 Pseudomonas kagisgzzlslz-zo partial 165 0.0 98% mangrove sediment / unpublished

12 EU445263.1 19 mbaﬂe”};’? n}z{”fggcr'gl‘j:‘gz EFLRI 121 0.0 98% soil (free lining Rhizobium) / SHAMSELDIN et al. (2008)

14 FJ389669.1 Arthrobacter sp. scl-2 partial 16S rRNA gene 0.0 99% Isocarbophos-degrading bacterium / unpublished

16 FJ828891.2 MethyIObaCtenUQ{IS\?AI\;IGMHQ-CI-1 partial 163 0.0 98% Methylotrophs from the human oral cavity / unpublished

18 EF693764.1 Pseudomonas sp. H650 partial 16S rRNA 0.0 98% hyacinth bulbs (bulb-associated bacteria) / JAFRA et al. (2008)

gene Y
19 AY444974.1 Uncultured baci;r;l;n gcéflr;i M partial 163 0.0 99% biofilm on oxygen-transfer membrane / COLE et al. (2008)
o . o genomic DNA (halophile isolated from a bioreactor for saline

20 EU305672.1 Citricoccus sp. FS24 partial 16S rRNA gene 0.0 98% wastewater treatment) / MENG et al. (2010)

2 Gulsoial,  Gordoniaceac bjﬁﬁi“;neﬁjf(m partial 165 0.0 99% sediment / unpublished

24 FJ572038.1 Gordonia sp. ON-33 partial 16S rRNA gene* 3E-170 99% soil around a wastewater treatment plant/ PARK et al. (2009)

33 AY972390.1 Pse”d‘)monaﬂ%‘g‘r’ﬁif"gi zgfm S18 partial 0.0 98% activated-sludge / DE GELDER et al. (2005)

) GQ467817.1 Uncuhur;;i n‘}:?f;g‘fﬁﬁi“; ;ifw—m 0.0 98% genomic DNA (microfiltered milk) / RASOLOFO et al. (2010)

69 FJ897490.1 Ste”"tmphom‘;&s ;pg.gg*-ﬂ partial 165 0.0 99% genomic DNA (soil) / unpublished

76 EF157292.1 Pseudomonas sp. 21;;65 partial 165 rRNA 0.0 99% TNT-contaminated soil / unpublished

79 EU373354.1 Mlcrotl?;tlgglg r];]ar:zg{ Ci(;&lsl’kr)](;r;\?:ygea:: strain 0.0 99% root (Endophytic bacteria) / unpublished

82 GQ332346.2 Arthrobacter sp. f}gg;ipamal 16S rRNA 0.0 99% genomic DNA (soil) / CHOI et al. (2009)

97 FJ930068.1 Paenibacillus sp. enrichment culture clone 9 0.0 99% fermented composting materials / unpublished

partial 16S rRNA gene*

*Filotipos isolados somente neste sitio de TPI.
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Desta forma, a distribuicdo dos géneros bacterianos encontrados em cada sitio de TPI
foi bastante heterogénea; entretanto, alguns géneros foram comuns para mais de um sitio e
houve ocorréncia de géneros bacterianos especificos para cada um dos quatro solos TPI
analisados. Alguns isolados foram altamente similares a bactérias derivadas de clones
ambientais depositadas no banco de dados do NCBI. Entre os sitios de TPI avaliados, houve
dominancia de bactérias ndo cultivadas nos dois sitios do Caldeirdo, tanto no solo TPI sob
floresta secundaria (Capoeira), quanto no sitio sob cultivo agricola (Figura 2.11), sendo que o
clone W9 de bactéria ndo cultivada, isolado a partir de amostras de pocos de injecdo de agua
de campos petroliferos em Dagang, na China, foi o mais abundante para os dois sistemas de

uso da terra.
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Figura 2.11 - Distribui¢do dos géneros bacterianos obtidos a partir do ensaio de enriquecimento com solos dos
sitios de TPI Caldeirdo-Capoeira e Caldeirdo-Cultivado. Os nimeros acima das colunas representam o numero

de sequéncias encontradas para cada género bacteriano
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Nos sitios Hatahara e Costa do Acutuba, houve dominancia de sequéncias de isolados
cultivados dos géneros Arthrobacter e Pseudomonas, sendo que o isolado CCMI2B de
Arthrobacter ureafaciens foi o mais abundante nos consoércios bacterianos obtidos para estes
dois sitios de TPI (Figura 2.12). A maioria dos isolados identificados a partir do ensaio de
enriquecimento ja foi reportada na literatura como degradadores de hidrocarbonetos
aromaticos, cuja fonte de isolamento estd relacionada com ambientes contaminados com
fontes de compostos organicos, como sedimentos de mangue, solos, dgua, rizosfera,
biorreatores, estagoes de tratamento de residuos, entre outros. Isto demonstra a confiabilidade
e a acuracia do ensaio de enriquecimento no isolamento de micro-organismos com potencial
para biodegradagao a partir dos solos TPI, que podem constituir hot-spots de diversidade
microbiana, principalmente em relacdo a processos metabdlicos funcionais (TSAI et al.,

2003).
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Figura 2.12 - Distribuicdo dos géneros bacterianos obtidos a partir do ensaio de enriquecimento com solos dos
sitios de TPI Hatahara e Costa do Ac¢utuba. Os numeros acima das colunas representam o numero de sequéncias

encontradas para cada género bacteriano
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Neste contexto, ¢ possivel sugerir que os géneros bacterianos isolados neste ensaio a
partir dos solos TPI possuem grande potencial biotecnologico na geracdo de produtos e
processo de interesse para acdes de biorremediagdo e bioprospec¢do, tanto de moléculas
quanto de genes relacionados as vias metabdlicas de biodegradagdo. Os dados gerados a partir
deste estudo também fornecem informacgao sobre o papel funcional desses micro-organismos
na ciclagem de nutrientes, cujos processos influenciam diretamente a resiliéncia da fertilidade
associada aos solos TPI. A presenca de géneros bacterianos com potencial para atividades
funcionais também deve estar associada a maior quantidade de carvao pirogénico nestes solos,
uma vez que o carvao possui grande capacidade de adsor¢do de moléculas e constitui um
micro-habitat estdvel para a sobrevivéncia de micro-organismos, pela sua recalcitrancia e

estrutura porosa.

Paralelamente, foi possivel observar a presenca de muitos filotipos comuns entre os
sitios Caldeirdo-Capoeira ¢ Cultivado, como pode ser observado no Diagrama de Venn
(FAUTH et al., 1996) (Figura 2.13); entretanto, nao houve filotipos em comum entre os solos
do Caldeirdo e os solos dos sitios Hatahara e Costa do Agutuba, que constituiram um grupo

distinto, com filotipos comuns entre si.

@) 2N
Caldeiréo- Caldeiréo-
Capoeira Cultivado
(b) N
10
9
L Costa do
Hatahara Acutuba

Figura 2.13 - Diagrama de Venn para os filotipos comuns e tnicos para os sitios (a) TPI Caldeirdo-Capoeira e

Cultivado e (b) TPI Hatahara e Costa do Agutuba, analisados no presente trabalho

Géneros bacterianos como Pseudomonas, que sdo micro-organismos altamente
adaptados e amplamente distribuidos na maioria dos ambientes (MA et al., 2006), foram

encontrados em todos os quatro solos de TPI analisados; entretanto alguns géneros foram



87

isolados somente em um dos sitios, como por exemplo os géneros Ochrobactrum e Starkeya,
ambos da ordem Rhizobiales, que foram isolados somente a partir de solo do Caldeirdao sob
capoeira. Paralelamente, os géneros Achromobacter, Caulobacter e Cellulomonas foram
isolados somente a partir do solo TPI Caldeirao-Cultivado, ¢ isolados de Gordonia foram

encontrados exclusivamente no Hatahara.

Estes resultados demonstram a influéncia dos diferentes sistemas de uso da terra nas
comunidades microbianas dos solos TPI. Além disso, algumas caracteristicas como a textura
do solo (argilosa ou arenosa), teores de matéria organica, CTC e valores de pH, bem como
dindmicas diferentes de ocupa¢do humana na regido, estdo diretamente associadas a
diferenciagdo entre os sitios de TPI (WOODS; McCANN, 1999). Os solos na Estacdo
Experimental do Caldeirdo, tanto sob cultivo agricola, quanto sob floresta secundaria,
constituem sitios de TPI mais recentes dentro do contexto de ocupacdo pelas populagdes
indigenas, datando de aproximadamente 1200 anos, enquanto que os sitios Hatahara e Costa
do Agutuba sdo muito mais antigos e, neste contexto, este conjunto de distintos atributos,
tanto os fisico-quimicos e a cobertura vegetal, quanto a interferéncia antropogénica, podem
ter influenciado nas diferengas na estrutura das comunidades bacterianas funcionais presentes

nestes solos.

2.2.2.4 Construcdes filogenéticas

As Figuras 2.14 a 2.17 mostram as arvores filogenéticas com os isolados obtidos para
os quatro sitios de TPI analisados neste estudo com o programa MEGA4 (TAMURA et al.,
2007), usando o método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987); as distancias evolutivas
foram computadas usando o método Maximum Composite Likehood (TAMURA et al., 2004)
e estdo em unidades do numero de substituicdo de base por sitio. O valor de confianca dos
bragos da arvore foi determinado usando analise de bootstrap baseada em 1000
reamostragens. As arvores foram construidas com base nos filotipos determinadas pela
comparacdo e classificacdo das sequéncias dos sitios de TPI analisados com o banco de dados

do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Foram incluidas duas sequéncias obtidas do banco de dados como referéncia para as
arvores filogenéticas, sendo a estirpe F1 de Pseudomonas putida (nimero de acesso no NCBI
NC _009512.1) e a estirpe PJ3 de Arthrobacter sp. (niimero de acesso no NCBI DQ531668.1),
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descritas como degradadoras de hidrocarbonetos aromaticos. Estas sequéncias foram
escolhidas por representarem os dois géneros bacterianos encontrados com maior frequéncia
entre os isolados analisados. Os agrupamentos alcangados para os quatro sitios foram bastante
satisfatorios e demonstraram a confiabilidade dos métodos utilizados para as construgdes

filogenéticas.

A partir da identificacdo dos isolados obtidos para os sitios de TPI analisados, foi
possivel classificar todos os grupos filogenéticos em trés filos distintos, sendo, Firmicutes,
Proteobacteria e Actinobacteria, estes ultimos os que reuniram a maioria das sequéncias.
Estes filos incluem milhares de representantes e correspondem de 90 a 95% de todas as

espécies bacterianas conhecidas atualmente (NUNES, 2006).

Em estudos recentes realizados com o objetivo de estimar a diversidade bacteriana nos
solos de TPI por meio de técnicas moleculares independentes de cultivo, Cannavan (2007)
reportaram que o filo Firmicutes foi o mais dominantes em sitios de TPI da Amazdnia
Central, representando aproximadamente 38% do total de sequéncias analisadas. De modo
distinto, este estudo revelou a dominancia de espécies do filo Proteobacteria isoladas a partir
de meio seletivo para bactérias degradadoras de compostos aromaticos. Este filo inclui
espécies do género Pseudomonas, extensamente descrita como dominante entre os géneros
bacterianos envolvidos em processos funcionais de mineralizagdo de hidrocarbonetos no solo
(MA et al., 2006), com varios isolados identificados nos quatro solos de TPI analisados neste

estudo.

O filo Proteobacteria constitui o maior e mais diverso grupo de bactérias cultivadas,
apresentando grande diversidade de morfologia e metabolismo, com cinco grandes
subdivisoes: Alfaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria e Gamaproteobacteria. A dominancia deste filo bacteriano ocorre
geralmente em solos cultivados (NUSSLEIN; TIEDJE, 1999) e contaminados com metais
pesados (SANDAA et al., 2001), que geralmente apresentam um pH mais elevado em relacao
ao solo de floresta. Neste estudo, as subdivisdes Alfa, Beta e Gamaproteobacteria foram
encontradas nos isolados dos sitios de TPI, sendo que a subdivisdo Betaproteobacteria

somente foi identificada nos solos do Caldeirdo.
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Figura 2.14 - Relagoes filogenéticas entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA dos isolados obtidos
a partir do sitio Caldeirdo-Capoeira. Numeros na arvore indicam valores de reamostragem (bootstrap).
Sequéncias de referéncia retiradas do banco de dados (GenBank) em negrito. Nomes de estirpes e numeros de

acesso estdo indicados na arvore
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Figura 2.15 - Relagoes filogenéticas entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA dos isolados obtidos
a partir do sitio Caldeirdo-Cultivado. Nimeros na arvore indicam valores de reamostragem (bootstrap).
Sequéncias de referéncia retiradas do banco de dados (GenBank) em negrito. Nomes de estirpes e nimeros de
acesso estdo indicados na arvore.
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Figura 2.16 - Relagdes filogenéticas entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA dos isolados obtidos
a partir do sitio Costa do Agutuba. Numeros na arvore indicam valores de reamostragem (bootstrap). Sequéncias
de referéncia retiradas do banco de dados (GenBank) em negrito. Nomes de estirpes e nimeros de acesso estdo
indicados na arvore
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Figura 2.17 - Relagdes filogenéticas entre as sequéncias de nucleotideos do gene 16S rRNA dos isolados obtidos
a partir do sitio Hatahara. Nimeros na arvore indicam valores de reamostragem (bootstrap). Sequéncias de
referéncia retiradas do banco de dados (GenBank) em negrito. Nomes de estirpes e nimeros de acesso estdo
indicados na arvore
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O filo Actinobacteria possui representantes amplamente distribuidos tanto em
ecossitemas aquaticos quanto terrestres (CHUN et al., 2000), que possuem importante fungao
na decomposi¢do da matéria organica e na forma¢do do humus (GOODFELOW;
WILLIAMS, 1983), além da producdo de extensa gama de antibidticos. Este filo também
reuniu muitos isolados identificados no presente trabalho, como os representantes do género
Arthrobacter, dominante nos solos do sitio de TPI do Caldeirdo tanto sob capoeira quanto sob
cultivo agricola. Este género bacteriano tem sido descrito, entre outras atividades funcionais,
como um micro-organismo com elevado potencial para degradagdo de compostos
fluoroaromaticos, altamente recalcitrantes no ambiente, derivados principalmente de

agroquimicos e produtos farmacéuticos (SCHLOMANN et al., 1990).

Paralelamente, o género Firmicutes, com representantes gram-positivos aerobicos ¢
anaerdbicos, ¢ constituido por organismos que apresentam metabolismo caracterizado por
homo e heterofermentacdo e respiragdo. Sdo bactérias com baixa porcentagem de G+C no seu
DNA e com varios representantes formadores de esporos, estratégia utilizada para
sobrevivéncia em condigdes de limitacdo de 4dgua e nutrientes. Pode constituir o filo
dominante em ambientes com baixa competi¢do, mas também pode ser encontrado em

ambientes instaveis, que estejam passando por grandes transicdes (ATLAS; BARTHA, 1997).

O dominio Bacteria compreende atualmente 23 filos distintos, com base na sequéncia
do gene ribossomal 16S rRNA (GARRITY et al., 2004). Segundo Lewinsohn e Prado (2002),
estima-se que no Brasil exista um niimero entre 300 a 450 espécies de bactérias descritas e
conhecidas, enquanto que, mundialmente, o nimero de bactérias descritas seja em torno de
5000 espécies. Estes nimeros, relativamente pequenos em relagdo a quantidade imensuravel
de espécies estimadas no solo, representam apenas uma pequena fracdo da diversidade

bacteriana, principalmente nos solos tropicais da Amazonia.

Nesse contexto, estes resultados demonstram o imenso potencial das bactérias dos
solos de TPI para processos de importancia biotecnologica. A natureza bastante singular
destes solos pode favorecer o desenvolvimento de novas vias metabdlicas a partir dos micro-
organismos, com capacidade competitiva em acdes de biorremedia¢do e biodegradagdo de
ambientes impactados. Além disso, a vasta diversidade genética dos micro-organismos
presentes nestes solos antropicos pode fornecer dados para futuros estudos visando a

bioprospeccao de genes a partir de DNA total do solo.
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O ensaio de enriquecimento a partir dos solos TPI permitiu a formagdao de um banco
de germoplasma de micro-organismos que pode ser aproveitado em andlises envolvendo
screening de bactérias com grande diversidade metabolica, além de testes envolvendo outros
subprodutos bacterianos, como a produgdo de antibidticos e outros farmacos. Da mesma
forma, os dados obtidos podem elucidar as bases da participacao funcional destes organismos
na manutencdo das caracteristicas favoraveis a agricultura nestes solos de formacgao
antropogénica, além de seu papel como bioindicadores da satde dos solos tropicais na regido

amazonica.

2.3 Conclusodes

A partir dos resultados do sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S foi possivel
observar a predominancia de géneros bacterianos estreitamente relacionados a processos de
biodegradacdo, como por exemplo, Pseudomonas e Arthrobacter, além de representantes dos
géneros Paenibacillus, Achromobacter e Ochrobactrum. Paralelamente, o ensaio de
enriquecimento em microcosmos possibilitou o isolamento de intimeras bactérias nao
cultivadas (clones ambientais), principalmente nos solos dos sitios do Caldeirdo. Por outro
lado, nos sitios Hatahara e Costa do Acutuba foram isoladas principalmente bactérias

cultivaveis, em sua maioria dos géneros Pseudomonas e Arthrobacter.

Este fato parece ser estocastico, mas pode estar diretamente relacionado a diferencas
nos atributos quimicos do solo e no sistema de uso da terra, bastante distintos para os quatro
sitios analisados. Os solos do Caldeirao consistem em TPI sob capoeira, sem perturbagdo a
mais de 20 anos, e sob cultivo agricola conservacionista a mais de 30 anos, enquanto que os
solos do Hatahara e Costa do Acutuba compreendem sitios bastante perturbados por atividade

agricola, principalmente agricultura de subsisténcia.

As Terras Pretas, apesar de serem solos com horizonte superficial antropico, nao
possuem hidrocarbonetos aromaticos em nivel de contaminagdo, como ambientes impactados
com petrdleo e seus derivados. Entretanto, sdo solos com niveis elevados de matéria organica
e grande quantidade de carvao pirogénico, com capacidade de adsor¢cdo de substancias e
resiliéncia no ambiente. O carvao pirogénico constitui o principal atributo que diferencia as
TPI dos solos de origem, sendo elemento fundamental na biogeoquimica destes solos. Assim,

a presenca de carvao pirogénico imprime grande impacto sobre a dindmica de nutrientes do
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solo e os processos ecoldgicos. Da mesma forma, a enorme quantidade de carvao e suas
caracteristicas quimicas impactam diretamente a diversidade das popula¢des microbianas nos
solos TPI; o que ainda permanece pouco elucidado ¢ qual a medida da interacdo destes micro-

organismos com o carvao pirogénico.

A floresta amazdnica comporta uma enorme variabilidade na composicdo da sua
cobertura vegetal, abrigando inumeras espécies de arvores e plantas de menor porte, com
grande diversidade de produtos do metabolismo secundario, que envolve exsudatos vegetais
aromaticos de todas as classes, como derivados benzénicos com grande variacdo na
composicdo de sua estrutura. Além disso, as areas agricultaveis de TPI também possuem
grande variabilidade de cobertura do solo, e essa diversidade, tanto na composi¢do vegetal
como nas propriedades quimicas destes solos, deve estar diretamente relacionada a extensa

diversidade bioldgica da microbiota presente em TPI.

Desta forma, os dados obtidos a partir do isolamento de micro-organismos com
capacidade metabdlica para degradagdo de compostos aromaticos podem servir como ponto
de partida para outros estudos, envolvendo a bioprospeccao de genes funcionais relacionados
a vias metabdlicas de interesse comercial, além de testes envolvendo o uso competitivo desta
microbiota para fins de biorremediacdo de ambientes. Os resultados demonstram o extenso
potencial metabolico dos solos TPI, visto que pouco se sabe até o presente sobre a
possibilidade de aplicagdo de micro-organismos de solos de formagdao antropogénica em

processos de biodegradacao.

Recentemente, técnicas metagendmicas tém permitido o isolamento de novos genes a
partir do ambiente (KIMURA, 2006). A combinagdo destas técnicas com métodos de
enriquecimento e cultivo pode aumentar a possibilidade de acessar genes funcionais ainda
desconhecidos em amostras ambientais como as TPI, por meio de novas abordagens, que
deverao considerar tanto o isolamento de micro-organismos quanto a bioprospec¢do de genes-

alvo funcionalmente importantes.
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3. DIVERSIDADE DE GENES DE DIOXIGENASES AROMATICAS EM SOLOS DE
TERRA PRETA DE INDIO E CARVAO PIROGENICO

RESUMO

As dioxigenases aromaticas (ARHDs) desenvolvem um papel importante na degradagao de
compostos aromaticos, participando ativamente da ciclagem da matéria organica do solo e,
portanto, na dinamica do ciclo biogeoquimico do carbono. O objetivo deste estudo foi analisar
e estimar a diversidade de genes de dioxigenases aromdticas em comunidades bacterianas
presentes em solos de quatro sitios TPI e seu carvao pirogé€nico, baseado na construgdo de
bibliotecas metagenomicas contendo o gene funcional ARHD e nas medidas de
heterogeneidade para cada ambiente. Os valores dos indices de heterogeneidade de Shannon e
Simpson revelaram maior diversidade nas bibliotecas do carvao pirogénico em relagdo aos
solos de TPI. As relagdes filogenéticas entre as sequéncias encontradas neste estudo e as
sequéncias do banco de dados (NCBI) revelaram a formagao de grupos bastante heterogéneos,
com varios clusters incluindo dioxigenases unicamente encontradas nos solos TPI e no carvao
pirogénico. Apesar dos diferentes sistemas de uso da terra predominantes nos sitios
analisados, foi possivel observar que a diversidade bacteriana nas TPI ¢é fortemente
influenciada pelo manejo histérico destes solos, e que o carvao pode constituir uma estrutura
estavel para a sobrevivéncia de comunidades bacterianas envolvidas em processos especificos

no solo.

Palavras-chave: Bacteria, Bibliotecas de clones, Genes -catabdlicos, Hidrocarbonetos

aromaticos
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ABSTRACT

Aromatic ring hydroxylating dioxygenases (ARHDs) develop an important role in the
degradation of aromatic compounds, actively participating in the cycling of soil organic
matter and therefore in the dynamics of carbon biogeochemical cycle. The aim of this study
was to analyze and estimate the diversity of aromatic dioxygenases genes in bacterial
communities in Amazonian Dark Earth (ADE) soils and black carbon, based on the
construction of metagenomic libraries containing the ARHD functional. The heterogeneity
indexes of Shannon and Simpson revealed greater diversity in the black carbon libraries in
relation to ADE soils. Phylogenetic relationships among the sequences found in this study and
sequence from database (NCBI) revealed the formation of heterogeneous clusters, with
several including only dioxygenases retrieved from ADE soils and black carbon. Despite
different land use systems found in each analyzed site, we observed that the bacterial diversity
in ADE is strongly influenced by the historical management of these soils and black carbon
can provide a stable structure for the survival of bacterial communities involved in specific

processes in soil.

Keywords: Bacteria, Clone libraries, Catabolic genes, Aromatic hydrocarbons
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3.1 INTRODUCAO

As Terras Pretas de Indio podem conter 70 vezes mais carbono pirogénico e até trés
vezes mais matéria organica em relacdo aos solos adjacentes (GLASER, 2007), além de altas
concentracdes de nutrientes, como fosforo e potdssio. A presenca de carvao vegetal e
substancias humicas aromaticas sugerem que os residuos da combustdao incompleta de matéria
organica, como o carvao pirogénico, sdo pegas-chave na sustentacao da fertilidade nestes solos,
uma vez que esta fragdo recalcitrante de carbono organico constitui uma por¢ao consideravel

da matéria organica total da superficie de solos e sedimentos.

As dioxigenases aromaticas (ARHDs) desenvolvem um papel importante na
degradacdo de compostos aromaticos, participando ativamente da ciclagem da matéria
organica do solo e, portanto, na dindmica do ciclo biogeoquimico do carbono (BECHER et al.,
2000; KASUGA et al., 2001; IIDA et al., 2006). Estas enzimas multicomponentes consistem
de uma cadeia de transporte de elétrons e uma oxigenase terminal com duas subunidades
(KIM et al., 2006), e estdo envolvidas na etapa de oxidagdo inicial de hidrocarbonetos

aromaticos, considerada crucial nos processos de biodegradacao bacteriana.

As ARHDs sido responsaveis pela incorporagdo de dois a&tomos de oxigénio nos anéis
aromaticos, resultando na formacao de cis-diidrodiol, que ¢ entdo processado até a
mineralizagdo total dos hidrocarbonetos. A subunidade maior ou alfa da oxigenase terminal ¢
0 componente enzimatico responsavel pelo reconhecimento do substrato, além de ser muito
utilizada para estudos de diversidade funcional por refletir afiliacao filogenética, uma vez que
¢ relativamente mais conservada que os outros componentes da enzima (KAUPPI et al., 1998;

NAM et al., 2001).

Estudos envolvendo dioxigenases aromaticas presentes em ambientes impactados e
pristinos podem favorecer a compreensao das relagcdes funcionais e evoluciondrias entre estes
genes bacterianos, e o conhecimento da extensao da atividade enzimatica pode ser utilizado

na aplicagdo destas enzimas em processos especificos, como bioconversao e biorremediagao.

Nesse sentido, varios métodos para detec¢ao e enumeragdo de genes ARHD tém sido
descritos, baseados em técnicas de PCR (BALDWIN et al., 2003; SEI et al., 2004), com o

objetivo de estimar a diversidade destes genes além de determinar sua transferéncia genética,
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principalmente em estudos de biorremediagdao de ambientes. Existem varios trabalhos que
descrevem primers ou sondas capazes de detectar genes de dioxigenases aromaticas no
ambiente (WILSON et al., 1999; BALDWIN et al., 2003; SEI et al., 2004; IWAI et al., 2005;
2008); entretanto, a maioria tem sido utilizada para identificar sequéncias especificas e, desta
forma, varios conjuntos de primers seriam necessarios para acessar a diversidade destes genes

em ambientes impactados por contaminantes ou por agdo antropica, como as TPI.

Recentemente, Bellicanta e Pellizari (2004) desenvolveram conjuntos de primers
degenerados baseados na subunidade alfa de dioxigenases aromaticas, para detectar e analisar
a diversidade funcional de genes catabolicos em sedimentos do Sistema Estuarino de Santos e
Sdo Vicente, em Sdo Paulo, Brasil (BELLICANTA, 2004). Estes primers amplificam uma
fragdo de aproximadamente 300 pb da subunidade maior das ARHDs, cuja variabilidade ¢

suficiente para estimar a diversidade genética destes genes a partir de amostras ambientais.

O objetivo deste estudo foi analisar e estimar a diversidade de genes de dioxigenases
aromaticas em comunidades bacterianas presentes em solos de TPI e carvao pirogénico,
baseado na constru¢do de bibliotecas metagendmicas contendo o gene funcional ARHD e nas

medidas de heterogeneidade para cada ambiente.

O carvao pirogénico compde a por¢do remanescente da combustdo incompleta da
biomassa e constitui uma fracao considerdvel da matéria organica total da superficie de
solos e sedimentos (JOHNSEN; KARLSON, 2007), sendo altamente resistente a
decomposicdo. Devido a sua estrutura aromdtica, o carvao pirogénico ¢ quimica e
microbiologicamente estavel e persiste no ambiente por séculos, e sua oxidacdo ao longo
do tempo produz grupos carboxilicos que aumentam a capacidade de retengdo de
nutrientes dos solos (GLASER et al., 2001). Além disso, o carvao possui caracteristicas
fortemente adsorventes, devido a presenca de nanoporos na sua estrutura, podendo

constituir um nicho de sobrevivéncia para micro-organismos.

Nesse sentido, torna-se importante analisar a diversidade de genes funcionais na
comunidade microbiana presente tanto nas TPI quanto no carvao pirogénico, previamente
separado a partir do solo, para avaliar principalmente a medida da participa¢cdo do carvao
na manuten¢do de comunidades bacterianas que atuam em processos especificos no solo. Os

resultados poderdo somar informagao relativa a biodiversidade de solos tropicais de formagao
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antropica como as TPI, além gerar dados indicativos do uso positivo de residuos vegetais

carbonizados como condicionadores do solo no Brasil.

3.2 Desenvolvimento

A abordagem mais utilizada para o estudo de comunidades microbianas em amostras
ambientais ¢ baseada na amplificagdo, clonagem e sequenciamento de genes presentes nos
organismos, os quais sdo utilizados para identificagdo filogenética (JESUS, 2008) ou como
indicativos de atividade funcional entre os membros da comunidade. Desta forma, as
bibliotecas genOmicas consistem em colecdes de sequéncias de DNA, construidas
considerando-se o material genético de qualquer organismo, bem como sequéncias obtidas a

partir de amostras ambientais (TINGRE; RUBIN, 2005).

Brevemente, o processo de construgdo de bibliotecas gendmicas consiste na extracao
do DNA/RNA dos organismos da comunidade; as sequéncias de interesse sdo amplificadas
por PCR ou transcriptase reversa (para o caso de RNA) e os fragmentos amplificados sdo
clonados em vetores, geralmente plasmideos, que sdo inseridos em células competentes de
Escherichia coli, onde sdo multiplicados. O vetor ¢ entdo extraido das células e o fragmento
clonado ¢ finalmente sequenciado. As sequéncias geradas a partir das diferentes copias do
gene e sua comparacao com bases de dados podem fornecer informagdo sobre a diversidade
filogenética dos organismos (JESUS, 2008) e suas possiveis fungdes no solo, como também
sdo utilizadas para o célculo de indices de diversidade e estimadores de riqueza de espécies
presentes na comunidade microbiana (BENSON et al., 2005; CURY, 2006; COLE et al.,
2007).
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3.2.1 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo, CENA/USP,

Piracicaba-SP.

3.2.1.1 Areas de estudo

Os solos de Terra Preta de Indio analisados neste estudo foram os mesmos analisados
anteriormente (item 2.2.1.1), coletados em quatro sitios distintos na regido central da
Amazodnia Ocidental, situados nas proximidades de Manaus-AM, sendo dois sitios na Estacao
Experimental do Caldeirdo, na Embrapa CPAA (Iranduba-AM), o sitio Caldeirao-Capoeira e
o Caldeirdao-Cultivado, além de dois sitios de TPI mais antigos e analisados extensivamente

em expedicdes pedo-arqueologicas, o Costa do Agutuba e o sitio Hatahara (Figura 2.1).

3.2.1.2 Amostragem dos solos

As amostras de solo foram coletadas em pontos demarcados nos quatro sitios de TPI,
em vdrias excursdoes durante os anos de 2009/2010, como descrito anteriormente (item

2.2.1.2).

3.2.1.3 Caracterizacgdo genética das comunidades microbianas

Extracdo do DNA genOmico total da comunidade microbiana a partir dos solos TPI e do

carvao pirogénico

Os fragmentos de carvao pirogénico foram separados diretamente a partir dos solos de
TPI, por meio do uso de lupa e pinga, e mantidos a 4°C até o momento da extracdo do DNA,

conforme pode ser observado na Figura 3.1.

Foram escolhidas aleatoriamente trés amostras de cada um dos quatro solos TPI para a
separagao dos fragmentos de carvao, de onde foram separadas 250 mg de carvao por repetigao.

Em seguida, o carvdo foi macerado em cadinho de porcelana com auxilio de pistilo,
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previamente esterilizados, e o material macerado foi utilizado para extragdo do DNA total da

comunidade microbiana.

Figura 3.1 - Separacao dos fragmentos de carvao pirogénico a partir dos solos TPI, com auxilio de pinga e lupa

O DNA total dos solos TPI e do carvao pirogénico foi extraido em triplicata para cada
sitio analisado, apos selegdo aleatoria de repetigdes, utilizando-se o Kit Power Soil DNA

extraction (MoBio, Carlsbad, CA), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Para a quantificagdo do material extraido, aliquotas de 5 pl foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) e coradas com brometo de etidio (0,5 ng/ml de gel).
Como padrdo molecular foram utilizados 2 pl de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Life
Technologies). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30

min e depois registrado por foto-documentagao.

O DNA extraido foi também quantificado em espectrofotdometro, adotando-se a
relagdo de 1,0 densidade dtica a 260 nm (OD 260) como sendo igual a 50 ng de DNA/ul
(SAMBROOK et al., 1989).

Amplificacdo, por técnica de PCR, do gene da subunidade alfa de dioxigenases aromaticas (a-

ARHDs) de Bacteria e purificacdo dos amplicons

O DNA total da microbiota dos solos TPI e do carvao pirogénico foi submetido a
amplificagdo com primers degenerados ARHD-2F e ARHD-2R (BELLICANTA;
PELLIZARI, 2004) (Tabela 3.1), que amplifica um produto de PCR de aproximadamente 300
pb. Solucdes “mix” foram preparadas para as reacdes de amplificagdo com a utilizagdo dos

reagentes dNTPs (0,2 mM de cada base); tampao 10X (Tris-base a 200 mM, pH 8,4; KCI a
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500 mM) (1X); MgCl, (1,5 mM); Platinum Tag DNA Polymerase (1U); os primers
(oligonucleotideos) (30 pmol/ reagdao); DNA (40 ng/reagdo), além de agua ultra-pura estéril
(Milli-Q) para volume final de 25 uL. As reacdes foram realizadas utilizando-se um ciclo de
desnaturacdo inicial a 97°C por 3 min.; 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min.;
anelamento dos primers a 55°C por 1 min., ¢ extensdo a 72°C por 1 min.; um ciclo de
extensdo final a 72°C por 5 min. e manutencao a 4°C. Os resultados das amplifica¢des foram
verificados pela visualiza¢do dos fragmentos em gel de agarose de 8 cm x 10 cm a 1,0% e o
padrao de peso molecular utilizado foi o 100pb DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life

Technologies).

Tabela 3.1 - Primers degenerados utilizados nas reagdes de PCR para amplificagdo do gene a-ARHD de

Bacteria
Primers Sequéncia (5" - 3") Fragmento (pb) Referéncia
ARHD-2F TTY RYITGY AIl TAY CAY GGI TGG G 300 BELLICANTA &
PELLIZARI (2004)

ARHD-2R AAITKY TCI GCI GSIRMY TTC CA

Os fragmentos amplificados foram excisados do gel e purificados em coluna de matriz
de fibra de vidro GFX™ PCR-DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare),
ressupendidos em agua ultra-pura (Milli-Q) e quantificados em gel de agarose a 1% utilizando
o marcador de peso molecular 100pb DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies),

para verificagcdo do rendimento da purificagdo.

Construcdo de bibliotecas metagendémicas contendo o gene funcional para degradacdo de

hidrocarbonetos aromaticos

e Clonagem dos fragmentos amplificados

Depois do processo de purificagdo, 3 uL. dos amplicons obtidos para cada solo TPI
e carvao pirogénico foram quantificados em gel de agarose a 1 % com o marcador Low
DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies), para determinacdo da quantidade de
inserto a ser utilizada na ligacdo com o vetor. A clonagem dos fragmentos foi feita

utilizando-se o kit pGEM-T Easy Vector System (Promega), conforme as instrugdes do
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fabricante. A reagdo de ligagdo inserto-vetor foi realizada a 4°C, por cerca de 16 horas, ¢

em seguida armazenada a -20°C.

Trés microlitros da ligagdo (aproximadamente 10 ng do inserto) foram utilizados
para transformar 50 uL de células quimio competentes da linhagem de E. coli DH5a. A
quimio-transformacao foi realizada adicionando-se os tubos contendo as células
competentes mais a ligacdo em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
transferidos para banho-maria a 42°C por 50 segundos e retornaram ao banho de gelo por
mais 2 minutos. Apds a transformacdo, as células transformadas foram recuperadas em
450 pL de meio SOC (Triptona a 20 gr.L”', extrato de levedura a 5 gr.L”', NaCI a 0,58
gr.L”", MgS0,.7H,0 a 2,46 gr.L"', MgCl, a 0,95 gr.L™) e incubadas a 37°C por duas horas.
Em seguida, o volume total das células transformadas foi inoculado por espalhamento em
placas de agar Luria Bertani-LB (Triptona 10 a gr.L”, extrato de levedura a 5 gr.L” e
NaCl a 5 gr.L™"), contendo ampicilina, IPTG e X-Gal (estoques a 100 mg/mL), e incubadas
a 37°C por 16 horas.

O vetor utilizado possui o sistema de expressdo génica induzido pelo IPTG e
sinalizado pelo indicador X-Gal (beta galactosidase); assim, os clones que recebem o
inserto ligado ao vetor transformado apresentam coloragdo branca e os demais sem o
fragmento apresentam coloracao azul (indicando a expressdao do gene lacZ). Desta forma,
as coldnias brancas, correspondentes aos possiveis clones positivos, foram transferidas
individualmente para placas de 96 pogos contendo 50 pL de tampao TE 1X, com o auxilio
de palitos autoclavados. Estas placas foram entdo submetidas a temperatura de 95°C por
10 minutos em termociclador, para promover a lise celular, e armazenadas a -20°C, para
futuras aplicagdes. Foram selecionadas 200 colonias de cada sitio de TPI e 200 coldnias a
partir do carvao pirogénico, totalizando 1600 clones, para posterior sequenciamento dos

clones.
e Deteccao do inserto nos clones e preparacgdo das sequéncias para sequenciamento

Apos a clonagem e selecdo das coldnias brancas, a confirmagdo da presenga do
inserto foi realizada através da amplificagdo direta a partir do inserto diluido em TE 1X
com os primers do vetor (promotores SP6 ¢ T7), sem a necessidade de extragdo do DNA

plasmidial.
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O "mix" de PCR foi preparado contendo: tampao 1X (20 mM Tris - HCI, pH 8,4;
50 mM KC1), 1,5 mM de MgCl1,, 0,1 mM de dNTPs, 5 pmol/reagdo de cada primer (SP6
e T7) e 1,5 U de Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies), além de
agua ultra-pura para volume final de 50 uL. O programa de amplificacdo consistiu de um
ciclo de desnaturagdo inicial a 94°C por 4 minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 50°C
por 30 segundos e 72°C por 2 minutos, além de um ciclo de extensdo final de 72°C por 10
minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 1%, com

padrdo de peso molecular Low DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies).

Em seguida, os amplicons foram submetidos a purificagdo em placas de 96 pogos,
onde foram adicionados 135 pL (3 volumes) de isopropanol 100% e 45 pL (1 volume) de
agua ultra-pura (MilliQ), e a mistura foi homogeneizada e incubada a -20°C por uma noite.
Em seguida, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm por 90 minutos a temperatura
ambiente, e o sobrenadante foi totalmente descartado por inversao da placa. Adicionou-se 150
uL de etanol 70% e as placas foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 4000 rpm
por 90 minutos a temperatura ambiente; o sobrenadante foi novamente descartado.
Finalmente, as amostras foram colocadas no concentrador de DNA por 10 min, e seguiu-se a
eluicdo em 15 pL de dgua ultra-pura (MilliQ). A pureza do material foi novamente verificada

em gel de agarose a 1%.

Para o sequenciamento, 1 puL do produto purificado (aproximadamente 20 ng) foi
utilizado na reac¢ao de amplificagdo com o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit (GE Healthcare) conforme instru¢des do fabricante, e utilizou-se os primers ARHD-2F e
2R para amplificacdo da sequéncia-alvo. As rea¢des de sequenciamento foram purificadas
adicionando-se 2 pL de uma solug¢do de acetato de so6dio a 1,5 M/EDTA a 0,25 M e, apos
homogeneizagdo, adicionou-se 60 puL de etanol a 100%. As amostras foram centrifugadas a
4000 rpm por 45 minutos em temperatura ambiente, € o sobrenadante foi descartado por
inversdo da placa. Adicionou-se 150 pL de etanol a 70% e a mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e os
precipitados foram colocados no concentrador de DNA por 10 min. Em seguida, os produtos
foram eluidos em 10 pL de formamida e sequenciados em sequenciador automatico ABI

PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystems).
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3.2.1.4 Andlises das sequéncias, parametros ecoldgicos e medidas de diversidade, e
construcdes filogenéticas

As sequéncias nucleotidicas obtidas para os solos TPI e o carvdo pirogénico tiveram
seus cromatogramas analisados pelos softwares BIOEDIT ¢ PhredPhrap-Consed, para edigdo e
remogdo do vetor e primers, a fim de estabelecer as sequéncias CONsenso para cada clone ¢
remover as bases com baixa qualidade. O nivel de exigéncia minimo foi de qualidade de bases
acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas). Em seguida, as sequéncias foram comparadas com
aquelas disponibilizadas no banco de dados GenBank do Centro de Informagao Biotecnoldgica
(NCBI, USA), utilizando-se os programas Tblastx (ALTSCHUL et al., 1990) ¢ ORF Finder,

para confirmagao dos resultados.

A ferramenta Tblastx, disponivel no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), compara

sequéncias nucleotidicas obtidas por sequenciamento com o banco de proteinas traduzidas
disponivel no GenBank. Para tal, as sequéncias de nucleotideos sdo traduzidas in silico pelo
software conforme as sequéncias de cddons que codificam os aminoacidos correspondentes, e

entdo compara uma a uma com aquelas ja depositadas.

Em seguida, todas as sequéncias nucleotidicas foram traduzidas in silico para
aminodcido utilizando-se o programa BIOEDIT, onde foi observada a corre¢do das fases de
leitura correspondentes as possiveis proteinas funcionais, para posterior alinhamento e analise

das sequéncias.

Para a andlise das medidas de diversidade das bibliotecas do gene a-ARHD de
Bacteria obtidas para os diferentes sitios de TPI estudados e o respectivo carvao pirogénico,
utilizou-se o programa MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009). A plataforma MOTHUR constitui
um software abrangente, que permite aos usuarios utilizar um Unico programa para analisar 0s
dados de sequéncias de comunidades. Este pacote baseia-se em ferramentas anteriores
(DOTUR, SONS, TreeClimber, LIBSHUFF, [-Libshuff e UniFrac) para fornecer um software

flexivel e robusto para andlise de dados de sequenciamento.

O numero de Familias Protéicas Operacionais (FPOs) foi determinado considerando-
se uma distancia evolutiva de 0,05 através do algoritmo de furthest neighbor. A riqueza de
FPOs foi estimada mediante o calculo de curvas de rarefacdo e dos estimadores Chaol e
Jackknife, e a heterogeneidade das comunidades de a-ARHD foi verificada com os indices de

Shannon-Wiener e Simpson. Comparagdes assimétricas pareadas entre diferentes bibliotecas
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também foram realizadas para determinar a significancia das diferencas entre elas, por meio

do software [-Libshuff (SCHLOSS et al., 2004), integrado na plataforma MOTHUR.

M¢étodos paramétricos e nao paramétricos tem sido utilizados para estimar a riqueza de
espécies (filotipos) em comunidades microbianas de amostras ambientais (BOHANNAN;
HUGHES, 2003; SHEN et al., 2003; CHAO et al., 2006). Estimativas do aumento de filotipos
em fun¢do do nimero de sequéncias de um dado nivel filogenético podem ser analisadas pelo
método da rarefacdo, que reflete o esforco amostral de uma dada analise. Outros métodos sao
utilizados para estimar a riqueza de filotipos de uma dada comunidade, como o estimador de
Jackknife, cujo calculo ¢ baseado na frequéncia de espécies raras observadas na amostra, além
dos métodos ndo-paramétrico Chaol, capaz de produzir estimativas que também variam com

o numero de sequéncias.

A primeira medida ndo-paramétrica para analisar a diversidade foi proposta por
Simpson (1949), que sugeriu que a diversidade ¢ inversamente reportada pela probabilidade
de dois individuos escolhidos ao acaso pertecerem a mesma espécie. Entretanto, a medida
mais popular para estimar a diversidade de espécies € o indice de Shannon (H”) (SHANNON;
WEANER, 1949), baseado na teoria da informagao, sendo considerado uma medida da

incerteza de que duas sequéncias pertengam ao mesmo filotipo ou espécie (KREBS, 1998).

Também foram construidos diagramas de Venn (FAUTH et al., 1996) para verificar as
intersecgOes e peculiaridades entre os ambientes, identificando o nimero de FPOs exclusivas

e compartilhadas entre os solos TPI e o carvao pirogénico.

Finalmente, a partir do agrupamento das sequéncias dos clones baseado na
similaridade de 95% entre as sequéncias do mesmo grupo (cutoff 0,05), foram escolhidas uma
representante de cada FPO para as construgdes filogenéticas, juntamente com as sequéncias
de referéncias obtidas a partir do GenBank. O alinhamento foi realizado no programa
ClustalW (LARKIN et al., 2007) ¢ os agrupamentos filogenéticos foram construidos no
programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007), pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU;
NEI, 1987) com valor de bootstrap (reamostragem) de 1000 repeti¢des.
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3.2.2 Resultados e Discussao
3.2.2.1 Coleta e Caracterizagao dos Solos

As amostras de solo foram coletadas nos quatro sitios TPI analisados no presente
trabalho (Caldeirdao-Capoeira, Caldeirdo-Cultivado, Costa do Agutuba e Hatahara), todos
situados na regido de Manaus, na Amazonia Central. Cada ambiente apresenta distintos
sistemas de uso da terra, caracterizados principalmente por agricultura de subsisténcia e

floresta secundaria, comumente chamada de “capoeira”, como descritos anteriormente na

Tabela 2.4.

As amostras foram coletadas na profundidade de 0-10 cm, uma vez que nesta
profundidade ocorre a maioria das reagdes bacterianas dependentes de oxigénio, como a
biossintese e biodegradagdo de moléculas. A coleta das amostras foi realizada em tubos PVC,
no sentido vertical, sem abertura de trincheira; posteriormente, os tubos foram vedados e
acomodados em gelo seco. Apos a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, onde uma aliquota foi armazenada a -80°C para
extracdo do DNA e futuras analises moleculares; outra aliquota foi enviada ao Laboratorio de
Analises Quimicas da ESALQ/USP para andlise das caracteristicas quimicas das amostras de

solo.

3.2.2.2 Caracterizagdo genética da comunidade microbiana do solo e do carvao

pirogénico

Extracdo do DNA gendmico total da comunidade microbiana a partir dos solos TPI e do

carvao pirogénico

O DNA total das comunidades microbianas dos solos TPI e seu respectivo carvao
pirogénico foi extraido utilizando-se o Power Soil DNA extraction (MoBio, Carlsbad, CA),
utilizando-se trés repeti¢cdes para cada sitio analisado, e a verificagdo da qualidade do material
extraido foi feita em gel de agarose a 1% (Figura 3.2). O padrdo de peso molecular utilizado

foi o Low Mass DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies).
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I

*  Caldeirao-Capoeira Caldeirao-Cultivado Costa do Acutuba Hatahara

Figura 3.2 - Gel de agarose do DNA total dos solos TPI e seu respectivo carvao pirogénico. PM: padrao de peso

molecular Low DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies)

A pureza e o rendimento das extragcdes foram satisfatorios para todos os sitios TPI e o
carvao pirogénico. O material extraido foi suficiente para as amplificagdes por técnica de
PCR e posterior constru¢do das bibliotecas metagendmicas contendo o gene funcional a-

ARHD de Bacteria.

Amplificacio do gene 0-ARHDs de Bacteria a partir de solos TPI e carvio pirogénico e

construcdo das bibliotecas funcionais

Apos verificacao da qualidade do material extraido, foi realizada a amplificacdo por
técnica de PCR das trés repeti¢des de cada solo e do carvao pirogénico, utilizando os primers
ARHD-2F e 2R, e o resultado das amplificagdes foi verificado em gel de agarose a 1%. Como
controles positivos, foram utilizadas as estirpes padrdes do Banco de Culturas da Alemanha

(DSMZ, German Resource Centre for Biological Material, http://www.dsmz.de/index.htm),

como descritos na Tabela 3.2, nas mesmas condi¢des aplicadas ao DNA dos solos e do
carvao pirogénico. Todas as amostras produziram amplificagdo positiva para o gene a-

ARHD de Bacteria, com um fragmento de aproximadamente 300pb (Figura 3.3).

Tabela 3.2 - Padrdoes DSM utilizados para o bioensaio e para as caracterizagdes genéticas

No. DSMZ Micro-organismo Metabolismo de Hidrocarbonetos
DSM 291 Pseudomonas putida Utiliza hidrocarbonetos como fonte de carbono
DSM 6506  Pseudomonas fluorescens Utiliza naftaleno como fonte de carbono
DSM 6899 Pseudomonas putida Utiliza tolueno como fonte de carbono

DSM 8369  Pseudomonas fluorescens Utiliza naftaleno como fonte de carbono
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Existem varios primers desenvolvidos para detectar genes catabolicos para degradagio
de hidrocarbonetos aromaticos a partir de micro-organismos cultivaveis (KIM et al., 2006;
ZHOU et al., 2006); entretanto, estes marcadores possuem limitagdes em relacdo a gama de
genes enzimaticos, podendo ocorrer amplificagdo preferencial de um gene em detrimento de
outros que podem estar presentes em amostras ambientais, ¢ os dados de diversidade podem
ser subestimados. Os primers utilizados no presente estudo foram satisfatorios para as
amplificacdes de genes de dioxigenases tanto a partir de isolados bacterianos, como as
estirpes padrdes do banco de culturas DSMZ, como diretamente a partir do DNA total das

comunidades microbianas dos solos TPI e do carvao pirogénico.

Caldeirao- Capoeira Caldeirao-Cultivado

(TPI) (Carvino) (TPI) (Carvio)

— - ——

Costa do Acutuba Hatahara
(TPI) (Carvio) (TPI) (Carvino)

Figura 3.3 - Gel de agarose da amplificagédo por PCR do gene a-ARHD de Bacteria dos solos TPI e seu
respectivo carvao pirogénico. B: controle negativo. PM: padrdo de peso molecular 100pb DNA Mass Ladder™

(Invitrogen Life Technologies)
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Apos a verificagdo da amplificacdo dos fragmentos correspondentes a subunidade alfa
das ARHDs, as bandas correspondentes ao fragmento esperado de 300 pb foram excisadas do
gel e as réplicas foram combinadas e purificadas utilizando-se 0 GFX™ PCR-DNA and Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare) (Figura 3.4). Foi necessario o processo de excisao das
bandas a partir de gel de agarose em funcdo da presenca de bandas inespecificas, em
consequéncia do uso de primers com elevado grau de degeneragao na sequéncia nucleotidica.
As bandas inespecificas, normalmente geradas em baixa concentra¢do, quando concentradas
podem interferir nos processos subsequentes de construcio das bibliotecas e geracdo do banco
de sequéncias. Em seguida, os amplicons purificados foram utilizados para as rea¢des de

clonagem e construcao das bibliotecas funcionais.

Caldeirao- Caldeirao- Cosla do
Capoeira Cultivado Acutuba

Figura 3.4 - Gel de agarose da purificagdo dos amplicons do gene a-ARHD de Bacteria dos solos TPI e seu
respectivo carvao pirogénico. PM: padrao de peso molecular 100pb DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life

Technologies)

Apbés a clonagem dos fragmentos amplificados correspondentes ao gene da
subunidade alfa de dioxigenases aromaticas, foram selecionados 200 clones de cada um dos
quatro sitios analisados neste estudo, além de 200 clones do carvao pirogénico separado a
partir de cada solo TPI. Estes clones foram sequenciados e as sequéncias foram analisadas
utilizando-se o software PhredPhrap-Consed para a remog¢ao do vetor ¢ edi¢do das
sequéncias, que posteriormente foram comparadas as sequéncias depositadas em banco de

dados, por meio da ferramenta Tblastx (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).




118

3.2.2.3 Andlises das sequéncias, parametros ecoldgicos e medidas de diversidade, e
construcdes filogenéticas

Apods analise das sequéncias dos clones obtidas pelo sequenciamento pelo software
PhredPhrap-Consed, foram selecionadas aquelas cuja qualidade foi satisfatoria para as
analises de diversidade e as construgdes filogenéticas. O nivel de exigéncia minimo foi de

qualidade de bases das sequéncias acima de 20 (1 erro a cada 100 bases lidas).

As sequéncias dos clones foram comparadas com o banco de dados do GenBank
utilizando-se a ferramenta Tblastx, para confirmar as possiveis fun¢des dos fragmentos
sequenciados, considerando-se Evalues menores que 10° para classificacdo das provaveis
proteinas. Todos os clones produziram alinhamentos significativos com sequéncias da
subunidade alfa de dioxigenases aromaticas depositadas no GenBank, a maioria associada a
genes de Bacteria dos géneros Pseudomonas, Rhodococcus, Mycobacterium ¢ Bordetella,

além de muitos relacionados a clones ambientais nao cultivados.

As Figuras 3.5 a 3.8 mostram as diferencas de diversidade entre as bibliotecas de TPI
e do carvdo para os sitios analisados. Nos sitios do Caldeirdo ¢ possivel observar maior
variedade de géneros bacterianos nas bibliotecas do carvdo para os dois sistemas de uso da
terra, sugerindo que as comunidades bacterianas sdo heterogéneas e capazes de responder de
forma distinta as caracteristicas de ambientes como o carvao, que pode sustentar a

sobrevivéncia de micro-organismos Uunicos.
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= gb|HM623873.1|Pseudomonas chlororaphis SY-02 (PAHs hydroxylase)

" gbh|GQ231332.1|Unc. bact. clone ARHD_HO5 (aromatic dioxygenase)

= gb|FJ869886.1|Pseudomonas putida plasmid pAKS (naphthalene dioxygenase)
gb|AY831463.1|Unc. bact. clone NMR-OR05-07 (aromatic dioxygenase)

® gb|AY831463.1|Pseudomonas putida GJ31 (chlorobenzene dioxygenase)
gb|AY048759.1|Pseudomonas fluorescens (naphthalene dioxygenase)

11 gb]AF400551.1|Unc. bact. clone ncs05 (aromatic dioxygenase)

= gb]AF400543.1|Unc. bact. clone mw0-108 (aromatic dioxygenase)

® gb]AF400537.1|Unc. bact. clone mw8-128 (terminal aromatic dioxygenase)
gb|AF004283.1|Pseudomonas fluorescens ATCC 17483 (naphthalene dioxygenase)

" gb]AF306441.1|Pseudomonas putida 51IANH (naphthalene dioxygenase)

= gh|GU112766.1|Pseudomonas sp. JAB1 (biphenyl 2,3-dioxygenase)

® gbh|GQ884177.1|Pseudomonas putida DOT-T1E (toluene dioxygenase)

® gb|EF683125.1|Pseudomonas sp. LUN2 (toluene dioxygenase)

B gbh|CP000511.1|Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (ring hydroxylating dioxygenase)

u gb]AF400549.1|Unc. bact. clone ncs01 (terminal aromatic dioxygenase)

® gbh]AF268980.1|Unc. bact. clone ado6 (terminal aromatic dioxygenase)

H emb|BX640439.1|Bordetella bronchiseptica RB50 (dioxygenase system)

Figura 3.5 - Grafico de classificagdo das bibliotecas do gene a-ARHD a partir do sitio Caldeirdo-Capoeira. A

classificagao foi realizada utilizando-se a ferramenta Tblastx do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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4 gb|CP001878.1|Bacillus pseudofirmus OF4 (naphthalene dioxygenase)

u gb]AY223810.1|Rhodococcus erythropolis pBD2 (isopropylbenzene 2,3-dioxygenase)
gb|DQ157469.1|Pseudomonas putida KL47 (toluene dioxygenase)

H gbh]AF400533.1|Unc. bact. clone mw7-116 (aromatic dioxygenase)

® gh|GQ231332.1|Unc. bact. clone ARHD_HO5 (aromatic dioxygenase)

1 gh|AY831463.1|Pseudomonas putida GJ31 (chlorobenzene dioxygenase)

B gh|AY048759.1|Pseudomonas fluorescens (naphthalene dioxygenase)

= gb]AF004283.1|Pseudomonas fluorescens ATCC 17483 (naphthalene dioxygenase)

¥ gb]AF306441.1|Pseudomonas putida 51IANH (naphthalene dioxygenase)

® gh|GQ884177.1|Pseudomonas putida DOT-TL1E (toluene dioxygenase)

B gbh|CP000511.1|Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (ring hydroxylating dioxygenase)
gbJAF400549.1|Unc. bact. clone ncs01 (terminal aromatic dioxygenase)

= gh|AF268980.1|Unc. bact. clone ado6 (terminal aromatic dioxygenase)

® emb|BX640439.1|Bordetella bronchiseptica RB50 (dioxygenase system)

Figura 3.6 - Grafico de classificag@o das bibliotecas do gene a-ARHD a partir do sitio Caldeirdo-Cultivado. A

classificagao foi realizada utilizando-se a ferramenta Tblastx do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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4 gbJGU563539.1|Unc. bact. clone Ac-OR07-72 (ARHD gene)
Costa do Agutuba
u gb|GQ231324.1|Unc. bact. clone ARHD_GO05 (ARHD gene)

100% = gb|FJ869886.1|Pseudomonas putida pAKS5 (naphthalene dioxygenase)

= gb|FJ418564.1|Rhodococcus sp. T104 (cinnamic acid dioxygenase)
90%
gb|CP000511.1|Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (ring hydroxylating dioxygenase)

80%
° gbJAF491810.1|Unc. bact. clone eps25 (terminal aromatic dioxygenase)
70% = gbJAF400549.1|Unc. bact. clone ncs01 (terminal aromatic dioxygenase)

¥ gb|AF400537.1|Unc. bact. clone mw8-128 (terminal aromatic dioxygenase)

® gb|AF268986.1|Unc. bact. clone ado14 (terminal aromatic dioxygenase)

= gb|AF268982.1|Unc. bact. clone ado10 (terminal aromatic dioxygenase)

" gb|AF268980.1|Unc. bact. clone ado6 (terminal aromatic dioxygenase)

= emb|FN554889.1|Streptomyces scabiei 87.22 (3-phenylpropionate dioxygenase)

60%
50%

40%

Porcentagem das populacdes

30%

20% H emb|CU458896.1|Mycobacterium abscessus (phenylpropionate dioxygenase)

10% ® emb|BX571866.1|Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 (digoxigenin dioxigenase)

0% = dbj|AB066445.1|Bacterium NK3 (naphthalene dioxygenase)
6

TPI Carvéo

Figura 3.7 - Grafico de classificag@o das bibliotecas do gene a-ARHD a partir do sitio Costa do Agutuba. A
classificagao foi realizada utilizando-se a ferramenta Tblastx do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

= gb|GU563539.1|Unc. bact. clone Ac-OR07-72 (ARHD gene)

= gbh|GQ231332.1|Unc. bact. clone ARHD_HO5 (aromatic dioxygenase)

Hatahara = gb|FJ493450.1|Unc. bact. clone NMR-OR05-07 (aromatic ring-hydroxylating)

100% = gb|EF683125.1|Pseudomonas sp. LUN2 (toluene dioxygenase)

= gbh|DQ062830.1|Unc. bact. clone tar91-67 (ARHD gene)
90%
gh|CP001878.1|Bacillus pseudofirmus OF4 (naphthalene dioxygenase)

80% = gh|CP001823.1|Sphaerobacter thermophilus DSM 20745 [Rieske (2Fe-2S) domain protein]

70% B gb|CP000676.1|Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444 (aromatic dioxygenase)
= gb|CP000511.1|Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (ring hydroxylating dioxygenase)

60%
gb|CP000036.1|Shigella boydii Sb227 (phenylpropionate dioxygenase)

50% ® gh|AF400543.1|Unc. bact. clone mw0-108 (aromatic dioxygenase)

40% gb|AF400537.1|Unc. bact. clone mw8-128 (terminal aromatic dioxygenase)

Porcentagem das populagdes

m gh|AF268986.1|Unc. bact. clone adol4 (terminal aromatic dioxygenase)
30%
gbJAF268980.1|Unc. bact. clone ado6 (terminal aromatic dioxygenase)

20% emb|FN554889.1|Streptomyces scabiei 87.22 (3-phenylpropionate dioxygenase)

10% ® emb|BX640439.1|Bordetella bronchiseptica RB50 (dioxygenase system)

dbj|AP011117.1|Rhodococcus opacus B4 (benzene dioxygenase)

0% - T
TPI Carvéo

H dbj|AB302135.1|Rhodococcus sp. YK2 (dibenzofuran dioxygenase)

Figura 3.8 - Gréfico de classificagdo das bibliotecas do gene a-ARHD a partir do sitio Hatahara. A classificagdo
foi realizada utilizando-se a ferramenta Tblastx do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Para confirmar estes resultados, utilizou-se o software MOTHUR para agrupar as
bibliotecas de gene o-ARHD baseado na distancia filogenética, considerando 95% de
identidade entre as sequéncias do mesmo grupo no nivel de aminoacidos (cutoff 0,05). Desta
forma, foram identificados 20 grupos (FPOs) distintos para a biblioteca de TPI do Caldeirao-
Capoeira e 29 para a biblioteca de carvao, além de 17 grupos para a TPI do Caldeirdo sob
cultivo e 18 para o carvao pirogénico neste sitio. Para o Hatahara, foram definidos 37 e 40
grupos, para TPI e carvao respectivamente, e 28 FPOs para a TPI e 29 para o carvao no sitio

Costa do Acutuba.

Para melhor compreender as relagdes entre as populagdes bacterianas degradadoras de
compostos aromaticos presentes nos solos TPI e no carvao pirogénico, todas as bibliotecas
foram analisadas em funcdo da sua heterogeneidade. A Tabela 3.3 apresenta as medidas de
diversidade calculadas para as bibliotecas do gene a-ARHD de Bacteria analisadas neste

estudo, dadas em funcao dos estimadores de riqueza de espécies e dos indices de diversidade.
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Tabela 3.3 — Dados das bibliotecas do gene a-ARHD obtidas para cada sitio TPI analisado neste estudo, incluindo as medidas de riqueza e indices de diversidade

Medidas de riqueza* indices de diversidade*
Sitio TPI Biblioteca Fonte Clones validos FPOs* Sn*  C (%)
Chaol Jackknife Shannon (H") Simpson
CAP TPI 116 20 59,00 156,32 1,85 0,25 13 90
Caldeirao-Capoeira
CCAP Carvio 102 29 56,20 58,60 2,66 0,11 17 85
CULT TPI 135 17 35,33 32,85 1,62 0,29 11 93
Caldeirdo-Cultivado
CCULT Carvao 65 18 40,50 48,37 2,34 0,13 10 88
ATP TPI 90 28 49,00 47,85 2,81 0,08 15 91
Costa do Agutuba
ACAR Carvio 84 29 42,33 45,00 2,60 0,15 16 86
HAT TPI 123 37 58,86 58,00 3,10 0,06 18 99
Hatahara
HCAR Carvio 156 40 57,14 57,23 3,26 0,05 16 100

*Medidas de heterogeneidade calculadas com base em 95% de similaridade entre as sequéncias do gene a-ARHD de Bacteria para as bibliotecas de TPI e de carvao pirogénico (cutoff 0,05).

FPOs: Familias Protéicas Operacionais. Sn: singletons (nimero de espécies com apenas um clone). C: cobertura das bibliotecas (GOOD, 1953).
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A estimativa do valor maximo de FPOs em um nivel filogenético pode ser feita
utilizando-se métodos estatisticos capazes de extrapolar a relacdo de FPOs em func¢do do
nimero de sequéncias a partir da curva de rarefagdo ou de métodos ndo paramétricos. Neste
estudo a riqueza de filotipos foi verificada por meio do método de rarefacdo ao nivel de 95%
(Figura 3.9) de similaridade e pelos métodos ndo-paramétricos de estimativa Chaol (CHAO,

1984; 1987) e Jackknife.

Os resultados obtidos indicaram que o nimero de sequéncias do gene a-ARHD de
Bacteria ndo foi suficiente para amostrar completamente a riqueza de espécies das
comunidades microbianas dos solos TPI e do carvao pirogénico. No entanto, as curvas de
rarefagdo revelaram as diferencas entre as bibliotecas dentro dos sitios TPI do Caldeirao, onde
¢ possivel notar claramente uma maior riqueza de FPOs nas bibliotecas do carvao pirogénico
em comparacao com as bibliotecas dos solos TPI. Entretanto, para os sitios Costa do Agutuba
e Hatahara, a riqueza de espécies permaneceu praticamente a mesma entre as bibliotecas dos
solos e do carvao. De maneira sutil, foi possivel observar uma maior riqueza para a biblioteca
do carvao no sitio Costa do Agutuba, sendo que no Hatahara as curvas de rarefacdo foram

distribuidas de modo praticamente similar para ambos carvao e TPI.

Os valores do indice de heterogeneidade de Shannon revelaram maior diversidade nas
bibliotecas do carvao pirogénico, exceto para o sitio Costa do Acutuba. Esta diferenga pode
ser explicada pelo fato de que as amostras do Costa do Agutuba incluem solos com histdrico
de elevada perturbacdo por praticas agricolas, que pode alterar o padrdo de diversidade em
relacdo aos demais sitios analisados (TSAI et al., 2003), onde o carvao parece ser o principal
elemento responsavel pela manutengdo da diversidade dos genes a-ARHD nas comunidades
bacterianas. A mesma relagdo de diversidade de FPOs foi estabelecida entre as bibliotecas de

TPI e do carvdo com os valores obtidos pelo indice de diversidade de Simpson.

Os valores obtidos com os métodos nao-paramétricos Chaol e Jackknife para a
estimativa de riqueza de FPOs nas bibliotecas revelaram uma interpretacao inversa a obtida
com os indices de diversidade para os sitios Hatahara e Caldeirdo-Capoeira. A justificativa
para tal interpretagdo pode estar no nimero de sequéncias analisadas e na equacao utilizada
em cada estimador. O estimador Jackknife, por exemplo, utiliza o valor de FPOs tnicas para o
calculo da estimativa de riqueza e, como pode ser observado na Tabela 3.3, o niimero de

clones analisados para estes sitios foi relativamente maior que os demais.
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Figura 3.9 - Analise de rarefagéio gerada para o gene a-ARHD de Bacteria de bibliotecas gendmicas das amostras coletadas a partir dos solos TPI e carvao pirogénico. Os

clones foram agrupados em filotipos (FPOs) baseados na similaridade das sequéncias com nivel de 95
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De modo geral, as bibliotecas do gene a-ARHD do sitio Hatahara foram muito
similares em termos de heterogeneidade de espécies, assim como o Costa do Agutuba. As
medidas de riqueza e os indices de diversidade obtidos para estes sitios ndo apresentaram
diferenca significativa entre os valores para as bibliotecas do carvdo e dos solos TPI, diferente
do que foi observado no Caldeirdo, onde principalmente os indices de Shannon e de Simpson

foram aproximadamente o dobro para as bibliotecas do carvao pirogénico.

Apesar das similaridades entre a diversidade para algumas bibliotecas, a analise
realizada com o programa [-Libshuff, incluido no MOTHUR, apontou diferenga estatistica
significativa entre todas as bibliotecas, indicando que as comunidades de Bacteria
degradadoras de hidrocarbonetos aromadticos sao influenciadas diretamente pelos diferentes

ambientes, sem, entretanto, alterar de forma expressiva a riqueza de espécies.

A biblioteca de clones do gene a-ARHD gerada a partir do carvao pirogénico presente
em solos TPI do sitio Hatahara apresentou os maiores indices de diversidade entre os quatro
sitios analisados, sendo que os menores valores foram encontrados na biblioteca de carvao do
sitio de Caldeirdao sob cultivo agricola. A mesma relacdo foi encontrada para as bibliotecas de

TPI dos dois sitios.

Também foram construidos diagramas de Venn para verificar as intersecgdes e
peculiaridades de cada ambiente, identificando o nimero de FPOs exclusivas e

compartilhadas entre os solos TPI e o carvao pirogénico para cada sitio TPI analisado (Figura

3.10).

Caldeirdo-Capoeira Caldeiréo-Cultivado
27 4 18 16 2 16
Carvéo Carvéo
pirogénico TPI pirogénico TPI
Costa do Agutuba Hatahara
22 L3l 20 28 13 26
Carvéo Carvéo
pirogénico TPI pirogénico TPI

Figura 3.10 - Diagramas de Venn baseados nas FPOs das bibliotecas do gene a-ARHD de Bacteria (cutoff 0,05)

para os sitios de TPI analisados
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Através desta analise, foi possivel observar maior quantidade de FPOs unicas nas
bibliotecas do carvao em comparacao com as TPI para trés dos quatro sitios analisados, sendo
que no sitio Caldeirdo-Cultivado a quantidade de FPOs Unicas para ambas as bibliotecas foi a
mesma. Entretanto, o niimero de FPOs compartilhadas entre as biliotecas nos sitios do
Caldeirdo foi menor quando comparado com o Hatahara e o Costa do Agutuba. Estes dados
sugerem que o carvao pirogénico, presente em grande quantidade nos solos TPI, pode ser o
responsdvel pela manutencdo de comunidades microbianas envolvidas em processos
especificos fundamentais para a manutencdo da fertilidade do solo, como a ciclagem de

nutrientes ¢ matéria organica.

Pietikainen et al. (2000) sugeriram que o carvao pode servir como micro-habitat para a
sobrevivéncia microbiana, funcionando como uma plataforma de troca de nutrientes para os
micro-organismos. Da mesma forma, baseado na composi¢do quimica e na estrutura fisica,
Thies e Rilling (2009) sugerem que o carvao pirogénico possui propriedades bioldgicas
favoraveis a diversidade das comunidades microbianas do solo, uma vez que hidrocarbonetos
residuais e outros materiais aderidos a superficie das particulas podem servir diretamente

como fonte de carbono e energia.

Paralelamente, foram construidos diagramas de Venn para verificar as FPOs tnicas
entre as bibliotecas dos solos TPI e entre o carvao pirogénico dos sitios do Caldeirdao sob
cultivo agricola e sob floresta secundaria, para avaliar a influéncia do sistema de uso da terra
sobre a diversidade dos genes bacterianos da subunidade alfa de dioxigenases aromadticas
(Figura 3.11). Deste modo, foi possivel observar maior quantidade de FPOs unicas nas
bibliotecas do sitio sob floresta secundaria, tanto para os solos TPI quanto para o carvao
pirogénico, confirmando que a interferéncia agricola pode influenciar diretamente a

diversidade das comunidades microbianas no solo.

TerraPretade Indio Carvao pirogénico

14 9

10 12

CAP : CULT CCAP CCULT

Figura 3.11 - Diagramas de Venn baseados nas FPOs das bibliotecas do gene a-ARHD de Bacteria (cutoff 0,05)

para os sitios do Caldeirao analisados neste estudo
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As relagdes filogenéticas entre as sequéncias de dioxigenases identificadas neste
estudo, e destas com sequéncias selecionadas a partir do banco de dados (Genbank) estdao
mostradas nas Figuras 3.12 a 3.15. Com o objetivo de classifcar as sequéncias de acordo com
sua funcionalidade, foi utilizado o sistema de classificacdo recentemente proposto por Kweon
et al. (2008), que reconhece cinco grandes grupos de dioxigenases, cada um incluindo
distintos sistemas enzimaticos, considerando nao somente a informagao baseada na sequéncia

da proteina (NAM et al., 2001), mas também as interagdes entre os componentes da enzima.

Esta classificacdo ¢ importante uma vez que as ARHD sdo enzimas multicomponentes
e, sendo assim, ambos 0s compontentes, oxigenase e cadeia de transporte de elétrons, devem
ser considerados dentro de uma abordagem funcional (KWEON et al., 2008). Nesse contexto,
os autores ainda demonstraram que as relagdes filogenéticas entre as ARHD (oxigenases)
podem ser analisadas por meio deste sistema de classificacdo, mesmo que a informagdo sobre

a cadeia de transporte de elétrons (ferrodoxina e redutase) ndo esteja disponivel.

As analises filogenéticas com as sequéncias de dioxigenases obtidas a partir das
bibliotecas de TPI e do carvao pirogénico apresentaram grupos heterogéneos, distribuidos
entre trés dos cinco grupos baseados na classificagdo de Kweon. As arvores construidas pelo
método de Neighbor-joining indicaram a formagdo de agrupamentos significativos entre
muitas FPOs representativas de TPI e carvao pirogénico e sequéncias de referéncia para todos

os sitios analisados.

O grupo 1V incluiu a maioria das sequéncias de aminoacidos obtidas para os sitios do
Caldeirao, agrupando a maioria das FPOs dominantes tanto para TPI quanto para carvao
pirogénico. Este grupo enzimdtico ¢ composto principalmente por dioxigenases que degradam
substratos como tolueno e bifenilos policlorinados, caracterizado pela presenca de
ferrodoxinas tipo [2Fe-2S] na cadeia de transporte de elétrons (KWEON et al., 2008),
representado por sequéncias de referéncia dos géneros bacterianos Pseudomonas,

Burkholderia, Rhodococcus e Sphingomonas.
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Figura 3.12 - Relagdes filogenéticas entre as sequéncias de aminoacidos (Familias Protéicas Operacionais,
FPOs) dos clones do sitio Caldeirdo-Capoeira e dioxigenases do GenBank. Valores de bootstrap: 51-75%:
circulos brancos; 76-100%: pretos. Oxigenases tipos [-V: KWEON et al., 2008. Sequéncias deste estudo em
negrito. Numero de clones representados por cada sequéncia entre parénteses (TPI/CARVAO). *FPOs que
icluiram somente sequéncias de carvdo pirogénico. Nomes de enzimas, estirpes e numeros de acesso estio

indicados na arvore
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FPOs) dos clones do sitio Caldeirdo-Cultivado e dioxigenases do GenBank. Valores de bootstrap: 51-75%:
circulos brancos; 76-100%: pretos. Oxigenases tipos [-V: KWEON et al., 2008. Sequéncias deste estudo em
negrito. Numero de clones representados por cada sequéncia entre parénteses (TPI/CARVAO). *FPOs que
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Figura 3.15 - Relagdes filogenéticas entre as sequéncias de aminoacidos (Familias Protéicas Operacionais,
FPOs) dos clones do sitio Hatahara e dioxigenases do GenBank. Valores de bootstrap: 51-75%: circulos
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Outro grande grupo (I1I), composto por sequéncias de dioxigenases para degradacao
de HPAs, como naftaleno e fenantreno, reuniu FPOs representativas somente de clones de
carvao pirogénico nos dois sitios do Caldeirdo, tanto sob cultivo agricola quanto sob capoeira.
Algumas sequéncias ainda formaram agrupamento significativo com dioxigenases menos
comuns, relacionadas a degradacdo de ftalato/fenoxibenzoato (grupo I). Estas enzimas sao
muito diversas em termos de substrato, sendo caracterizadas por dioxigenases tipicamente
encontradas em Alcaligenes, Burkholderia e Pseudomonas, além de enzimas para degradagéo

de anilina e toluenosulfonato, em Comamonas e Acinetobacter.

Entretanto, os grupos mais notdveis foram aqueles que reuniram exclusivamente
sequéncias das bibliotecas de TPI e carvao pirogénico, que apresentaram valores de distdncia
muito elevados, nao permitindo sua inclusdo em nenhum tipo/grupo enzimatico. Este fato foi
verificado para todos os quatro sitios TPI analisados, sendo que o sitio Hatahara apresentou o
grupo constituido pelo maior nimero de sequéncias, com 76% do total de FPOs, seguido pelo
Costa do Acutuba, com 66% das sequéncias de TPI e carvao pirogénico deste sitio reunidas

em um grupo distinto dos demais.

As demais FPOs do Hatahara e do Costa do Agutuba, assim como as do Caldeirao,
formaram grupos heterogéneos com enzimas dos tipos III e IV, compostos por dioxigenases
para degradagdo de HPAs e tolueno/bifenil, respectivamente. Este tltimo grupo reuniu a FPO
com maior numero de sequéncias especificas do carvao no sitio Costa do Acutuba, com 23
clones, e o grupo composto por genes de dioxigenases tipo IV incluiu a FPO do sitio Hatahara
com grande nimero de sequéncias de TPI. Em ambos os sitios houve agrupamento de clones

com dioxigenases mais especificas em termos de substrato, do grupo I.

Ainda existem lacunas importantes no conhecimento sobre a estrutura e diversidade de
enzimas ARHD em amostras ambientais, fato que torna dificil sua classificacdo dentro de
uma abordagem funcional (MARCOS et al., 2009). Além disso, a maioria dos resultados
publicados até o presente momento sobre a diversidade de dioxigenases estd relacionada a
ambientes cronicamente poluidos, que ndo ¢ o caso dos solos TPI de modo geral. Talvez em
funcdo destes fatos, os grupos de dioxigenase descritos primeiramente neste estudo ndo
puderam ser diretamente relacionados aos grupos enzimaticos descritos previamente por
Kweon et al. (2008), podendo constituir novas enzimas associadas a ambientes especificos,

como ¢ o caso do carvao pirogénico dos solos TPI.
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Taketani e Tsai (2010) reportaram um estudo sobre o gene amoA de comunidades de
Archaea em diferentes sitios de TPI na Amazonia ¢ seus solos adjacentes. Este gene funcional
também estd envolvido nos principais ciclos biogeoquimicos, e as anélises indicaram uma alta
similaridade entre as sequéncias amoA de TPI e os solos adjacentes (dentro de cada sitio).
Segundo esses autores, os fatores que afetam a estrutura das comunidades amoA sao os niveis
de amonio, a cobertura vegetal e o teor de matéria organica (BOYLE-YARWOOD et al.,
2008), além dos sistemas de uso do solo e atividades antropicas. No entanto, a maneira pela
qual esses fatores influenciam a estrutura de uma determinada comunidade permanece ainda

ndo totalmente esclarecida.

A idéia de que antrossolos como as TPI podem ter populagdes microbianas distintas
ndo ¢ nova, mas recentemente, varios fatos tem demonstrado o papel do carvao pirogénico
sobre os processos fisicos (GLASER et al., 2002), quimicos (LEHMANN et al., 2003) e
bioldgicos (LIANG et al., 2006; 2010) nestes solos antropicos. A diversidade bacteriana nas
Terras Pretas Amazonicas geralmente ¢ semelhante a solos de floresta sem perturbagdo, mas
Kim et al. (2007) demonstraram que a riqueza nas amostras TPI foi aumentada em 25%. Os
dados gerados no presente estudo demonstraram que as populacdes microbianas dos solos TPI
e do carvao pirogénico sdo muito diversas e adaptadas a ecologia e caracteristicas bioquimicas

unicas destes solos antropicos.

3.3 Conclusoes

A adicao antropogénica de modificagdes organicas, incluindo material vegetal e
animal, ceramica e carvao vegetal em solos pré-existentes, formam o que ¢ conhecido como
Terra Preta Amazonica. Se estas alteragdes foram ou ndo parte de uma estratégia de gestdo
agricola do solo por culturas pré-colombianas, ainda ndo ¢ possivel afirmar com certeza, mas
hoje os solos TPI sdo valorizados pelos agricultores por sua fertilidade sustentavel nas regides
em que a infertilidade cronica do solo levou, em parte, a continua destruicdo das florestas

primdrias para criar terras cultivaveis.

Neste estudo, investigou-se a diversidade de comunidades bacterianas funcionais
presentes nos solos TPI e no carvao pirogénico em quatro sitios diferentes na Amazonia
brasileira. A presenca de carvao vegetal recalcitrante nestes antrossolos pode ter criado

condi¢des quimicas que favorecem a estabilidade de populagdes tnicas em comunidades
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microbianas e melhoram a fertilidade do solo. As bibliotecas contendo o gene funcional
ARHD obtidas a partir do carvao pirogénico apresentaram elevados indices de diversidade em
relacdo aos solos TPI para a maioria dos sitios analisados, sugerindo que o carvao pode
constituir uma estrutura estavel para a sobrevivéncia de comunidades bacterianas envolvidas

em processos especificos no solo.

Apesar dos diferentes sistemas de uso da terra entre os sitios analisados, como as TPI
do Caldeirao, o solo sob capoeira apresentou mais FPOs Uinicas em relagdo ao solo sob cultivo
agricola, sugerindo que a diversidade bacteriana nas TPI ¢ fortemente influenciada pelo
manejo historico destes solos. Além disto, os grupos filogenéticos distintos descritos neste
estudo reforcam a idéia de que a presenga de fragmentos de carvao pirogénico nos solos TPI
pode criar condi¢des quimicas que favore¢am a manutencdo de comunidades microbianas

Unicas neste ambiente.

Em condigdes de intemperismo intenso, que esgotam rapidamente a fertilidade na
maioria dos solos tropicais, a composicao quimica das TPI e a diversidade de suas populagdes
microbianas podem explicar, em parte, a fertilidade sustentdvel destes solos, mesmo séculos
apos a sua formagdo. A reproducdo das condi¢des biogeoquimicas, associada as populagdes
microbianas encontradas nestes antrossolos, pode ajudar a melhorar os resultados

agrondmicos, além de favorecer a recuperacao biologica de solos degradados.
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4. ANALISE DA DIVERSIDADE DE GENES FUNCIONAIS EM SOLOS DE TERRA
PRETA DE INDIO E CARVAO PIROGENICO POR PIROSEQUENCIAMENTO E
PCR QUANTITATIVO

RESUMO

Estudos realizados para acessar a diversidade funcional microbiana em amostras ambientais
tém demonstrado que somente uma fracdo dos genes presentes no ambiente ¢ detectada.
Virias estratégias tém sido utilizadas para avaliar as relagdes entre o funcionamento dos
ecossistemas e a estrutura de comunidades microbianas, com o objetivo de atribuir o papel de
membros especificos dentro da comunidade, visando a estabilidade do sistema. O objetivo
deste trabalho foi analisar a diversidade de genes de dioxigenases para degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos em amostras de solos de Terra Preta de Indio da Amazonia e
carvao pirogénico por meio de pirosequenciamento. Esta estratégia permite detectar
organismos raros (com baixa abundancia) nas populacdes, considerada anteriormente uma
limitacdo das técnicas tradicionais de clonagem e sequenciamento. Paralelamente, foi
utilizada a técnica de PCR quantitativa em tempo real aplicada a genes para degradagdo de
hidrocarbonetos aromaticos presentes em solos de Terra Preta e carvao pirogénico, para
quantificar a abundancia de genes funcionais nestes ambientes, com o objetivo de inferir
principalmente a participagcdo da microbiota do carvao em processos especificos no solo. As
quase 22 mil sequéncias geradas por pirosequenciamento ficaram reunidas em
aproximadamente 2800 clusters, onde mais de 98% ficou composto por sequéncias descritas
unicamente neste estudo, representando uma diversidade ainda nao reportada para genes
catabolicos bacterianos em solos TPI. O nimero de copias de genes de dioxigenases em
amostras de carvao, determinada por PCR quantitativo, foi frequentemente maior em relagao
aos solos TPI, confirmando o papel do carvdo pirogénico na manutengdo da diversidade
microbiana. As abordagens metagendmicas baseadas em genes especificos, como realizado
neste estudo, podem prover uma melhor compreensao da biologia envolvida na diversidade de
ambientes tropicais altamente antropizados, com grande quantidade de carvao pirogénico,

como as Terras Pretas de Indio da Amazonia.

Palavras-chave: Bacteria, Dioxigenases, Real Time PCR, Sequenciamento em larga escala
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ABSTRACT

Studies conducted to access the functional microbial diversity in environmental samples have
shown that only a fraction of these genes is detected. Several strategies have been used to
evaluate the relationships between ecosystem functioning and structure of microbial
communities, in order to assign the role of specific members within the community, aiming at
stability of the system. The aim of this study was to analyze the diversity of dioxygenases
genes for degradation of aromatic hydrocarbons in Amazonian Dark Earth (ADE) soil
samples and black carbon by pyrosequencing. This strategy allows detecting rare organisms
(low abundance) in populations, previously considered a limitation of traditional techniques
of cloning and sequencing. In parallel, we used quantitative PCR applied to genes for
degradation of aromatic hydrocarbons to quantify the abundance of functional genes in ADE
soils and black carbon, in order to infer mainly the participation of black carbon unique
microbial communities in specific processes in soil. The almost 22,000 sequences generated
by pyrosequencing were assembled in about 2,800 clusters and more than 98% was composed
only by sequences described in this study, representing an unreported diversity for bacterial
catabolic genes in ADE soils. The number of dioxygenases genes copies in black carbon
samples determined by quantitative PCR was often higher compared to ADE soils,
confirming the main role of pyrogenic black carbon in the maintenance of microbial diversity.
Metagenomic approaches based on specific genes as performed in this study may provide a
better understanding of the biology involved in highly diverse tropical habitats, with large

amounts of black carbon such as ADE soils in the Amazon region.

Keywords: Bacteria, Dioxygenases, Large-scale sequencing, Real Time PCR
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4.1 INTRODUCAO

Comunidades bacterianas que degradam uma grande variedade de substratos
aromaticos sdo amplamente distribuidas no ambiente, sendo importantes tanto para o
metabolismo de compostos naturais quanto de xenobidticos. Estes organismos também

desempenham um papel critico no ciclo global do carbono (SUENAGA et al., 2007).

Nesse contexto, as vias metabolicas catalizadas por oxigenases microbianas tém sido
extensivamente estudadas, a fim de compreender os mecanismos de reacdo, a especificidade
enzimadtica e a regulacdo destes processos por micro-organismos. A versatilidade catabolica
das bactérias desempenha um papel essencial na ciclagem de matéria organica, e depende do
uso de dioxigenases como iniciadores das vias de degradagdo para aproveitamento dos
subprodutos como energia pela célula microbiana. Estas enzimas iniciam a biodegradacao de
compostos aromaticos tanto pela hidroxilacdo parcial, quanto pela catalizagdo da reagdo de

quebra total do anel aromatico (HARAYAMA & TIMMIS, 1989).

Entretanto, estudos realizados para acessar a diversidade funcional microbiana em
amostras ambientais tém demonstrado que somente uma fracdo dos genes presentes no
ambiente ¢ detectada (KIMURA et al.,, 1997), uma vez que mais de 99% dos micro-
organismos sdo dificilmente cultivdveis ou ndo sdo cultivdveis por meio de métodos
tradicionais. Além disto, estes micro-organismos incluem representantes muito diversos, que
parecem estar distantemente relacionados aos membros cultivados (AMANN et al., 1995),
sugerindo a existéncia de novos genes catabolicos em comunidades bacterianas complexas,

que podem utilizar uma gama variada de substratos organicos.

Estudos mais recentes tém utilizado abordagens onde sdao considerados os aspectos
bioquimicos e biofisicos combinados com técnicas de biologia molecular, para acessar a
diversidade de comunidades microbianas que atuam em processos funcionais especificos no
solo. Assim, sequéncias deduzidas de aminoacidos de inumeras enzimas podem ser
comparadas para determinag¢do dos padrdes das relagdes evolutivas emergentes, € novos
conceitos e familias génicas sdo desenvolvidos a partir dessas comparagoes (HARAYAMA et

al., 1992).

Estima-se que o numero de espécies bacterianas por grama de solo varie entre 2.000 e

8,3 milhdes, e o nimero de Unidades Taxonomicas Operacionais, com dissimilaridade de 3%,
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esteja entre 2000 e 5000 (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2006). Estas proporgdes sugerem que
estes nimeros podem ser infinitamente maiores, de tal modo que seja impraticavel a obtengao
de estimativas mais precisas sobre a diversidade destes micro-organismos somente por meio
de técnicas baseadas em amplificagdo e sequenciamento de genes, e esta afirmacdo torna-se
bastante importante principalmente no sentido de que o solo é considerado o refugio da maior
diversidade de populagdes bacterianas em relacdo a qualquer outro ambiente no planeta

(ROESCH et al., 2007).

Virias estratégias tém sido utilizadas para avaliar as relagdes entre o funcionamento
dos ecossistemas e a estrutura de comunidades microbianas, com o objetivo de atribuir o
papel de membros especificos dentro da comunidade, visando a estabilidade do sistema.
Técnicas modernas de ecologia microbiana podem oferecer ferramentas eficientes para
monitorar processos bioldgicos em solos como as TPI, onde atividades antrdpicas de manejo
agricola e deposito de material organico provavelmente foram determinantes para a

diversificacao metabolica das comunidades microbianas.

Desta forma, uma abordagem metagenomica, onde as sequéncias de um dado gene de
interesse sdo diretamente analisadas por meio de técnicas de sequeciamento em larga escala
(pirosequenciamento), permite o estudo mais detalhado da diversidade funcional dos
membros da comunidade, mesmo de organismos que nao sdao facilmente cultivaveis. Uma
grande vantagem desta abordagem ¢ que torna-se possivel, em teoria, acelerar a identifica¢do
de novos genes, principalmente aqueles com grande importidncia biotecnologica

(HANDELSMAN, 2004).

Com a finalidade de produzir dados com niveis de informagdo e confiabilidade
elevados, o objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade de genes de dioxigenases para
degradagdo de hidrocarbonetos aromaticos em amostras de solos de Terra Preta de Indio da
Amazonia e carvao pirogénico por meio de pirosequenciamento. Com esta técnica, 0 DNA
metagendmico ¢ sequenciado diretamente, sem a etapa de clonagem e construgdo de
bibliotecas, possibilitando a identificagdo de um maior nimero de genes em menor espago de
tempo (MEYER et al., 2008). Para tal, foram utilizados primers degenerados desenvolvidos
por Iwai et al. (2010), que amplificam uma porcao de aproximadamente 500 pb da subunidade

alfa de dioxigenases aromaticas.

Um dos primeiros trabalhos a aplicar o pirosequenciamento para estudos de ecologia

microbiana teve por objetivo caracterizar a diversidade de bactérias em amostras de solos da
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América do Norte (EUA e Canadd) e da América do Sul (Brasil) (ROESCH et al., 2007). Os
autores obtiveram entre 26 ¢ 53 mil sequéncias do gene 16S rRNA por amostra, onde foi
possivel estimar o numero total de espécies bacterianas em torno de 6 mil para os solos do
Brasil e dos EUA, e 20 mil espécies no Canadda, segundo os indices de riqueza de ACE e
Chaol. Esta estratégia permitiu detectar organismos raros (com baixa abundancia) nas
populagdes, considerada anteriormente uma limitacao das técnicas tradicionais de clonagem e

sequenciamento.

De forma a complementar as informacdes sobre a diversidade de genes funcionais em
solos antrdpicos, foi utilizada a técnica de PCR quantitativa em tempo real aplicada a genes
para degradacdo de hidrocarbonetos aromadticos presentes em solos de Terra Preta e carvao
pirogénico. A presenca de material organico em grande quantidade nestes solos pode
favorecer a sobrevivéncia de micro-organismos que possuem composicdo genética apropriada
para utilizé-la, resultado em um aumento da atividade metabdlica e da abundancia de genes

relacionados (GOMES et al., 2005; CEBRON et al., 2008).

Nesse contexto, a utilizacdo de métodos para a quantificacdo de genes funcionais em
estudos de ecologia microbiana, como a PCR quantitativa em tempo real, ¢ particularmente
interessante para monitorar genes de interesse que podem servir como bioindicadores
associados a fungdes especificas, como ¢ o caso das atividades de degradagdo de compostos

aromaticos no ambiente (BELLER et al., 2002).

Recentes avancos nas técnicas de sequeciamento e bioinformatica, utilizando
abordagens integradas de analise, tém gerado novas perspectivas para o estudo da ecologia e
evolucdo de micro-organismos (BOUCK; VISION, 2007). Este fato torna-se ainda mais
interessante para o estudo da diversidade de genes associados a ciclagem de carbono em TPI e
principalmente no carvao pirogénico, cujas propriedades estruturais e quimicas compdem um
nicho estavel de sobrevivéncia para comunidades microbianas que desenvolvem atividades

fundamentais para a dindmica de nutrientes no solo.

4.2 Desenvolvimento

Atualmente, técnicas de andlise baseadas em metagendmica podem mitigar problemas
relacionados a culturabilidade, além de gerar a compreensao das populagdes microbianas no

nivel de agregacao, transcendendo o organismo individual para focar diretamente nos genes
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da comunidade (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2007). Em func¢do da extensa
diversidade genética da maioria das comunidades microbianas, ¢ praticamente impossivel
obter-se um numero razoavel de sequéncias para amostrar qualquer gene com cobertura
suficiente para tirar conclusdes significativas em relag¢do a sua diversidade e caracteristicas da

populagao.

Este fato torna-se particularmente importante em estudos onde a busca por
caracteristicas funcionais especificas depende de padrdes de expressdo, como € o caso dos
complexos protéicos. Para superar essa limitacdo, abordagens integradas sdo necessarias,
como ¢ o caso da deteccdo de genes funcionais baseada em PCR, associada a técnica de
sequenciamento em larga escala ou pirosequenciamento (IWAI et al., 2010), similar ao que ¢
utilizado para o estudo da diversidade de populagdes baseado no gene 16S rRNA (SOGIN et
al., 2006; HUBER et al., 2007).

Esta abordagem pode prover informag¢ao mais ampla sobre a diversidade real de um
dado ambiente, bem como fornecer informagao sobre sequéncias para sondas que poderdo ser
utilizadas na recuperagdo do gene completo a partir de grupos de interesse. Como varios
estudos t€ém demonstrado que a mutagdo de alguns aminoacidos pode afetar gravemente a
estrutura de muitas enzimas, alterando a sua especificidade ao substrato e as atividades de
degradacdo (PARALES et al., 2000;. SUENAGA et al., 2002;. BAGNERIS et al., 2005;
VARDAR; WOOD, 2005), uma compreensdao mais robusta da diversidade genética pode
revelar os padrdes funcionais, ecologicos e evolutivos de genes-chave para a ciclagem de

nutrientes no solo.

Nesse contexto, esta analise integrada parece ser util para estudos de diversidade de
genes responsaveis por funcdes importantes nos ecossitemas e processos ecologicos, tais
como ciclos biogeoquimicos, biodegradacdo, patogenicidade, resisténcia a antibioticos e
sinalizacdo celular. O presente estudo analisou genes bacterianos de dioxigenases aromaticas,
muito importantes para a biotransformacdo de carbono organico na natureza, ¢ os resultados
demostraram elevada diversidade destes genes catabdlicos, ainda ndo descrita para os solos

TPI e o carvado pirogénico na Amazonia Central.
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4.2.1 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo, CENA/USP,
Piracicaba-SP. As reag¢des de pirosequenciamento foram realizadas no Center for Microbial

Ecology, na Michigan State University (MSU, Michigan, EUA).

4.2.1.1 Areas de estudo

De modo similar ao estudo anterior, foram analisados cinco sitios de TPI e seu
respectivo carvao pirogénico, sendo que o sitio Balbina foi incorporado ao conjunto de areas
de estudo por constituir uma darea de floresta secundaria que estd ha muitos anos sem
pertubacdo, assim como o caldeirdo-Capoeira (Figura 4.1). Deste modo, o sitio Balbina ¢
considerado como sendo um modelo de solo TPI com minima perturbagdao, e pode ser
utilizado para comparacdes sobre a influéncia do uso da terra nas comunidades bacterianas

funcionais analisadas neste estudo.
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Figura 4.1 - Localizagdo das areas de coleta dos solos TPI analisados no presente trabalho

Fonte: GPS Trackmaker (http://www.gpstm.com/)
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4.2.1.2 Amostragem dos solos

As amostras de solos foram coletadas conforme descrito anteriormente no item
2.2.1.2. Os tubos foram encaminhados ao Laboratério de Biologia Celular e Molecular do
CENA (Centro de Energia Nuclear na Agricultura-USP, Piracicaba-SP), sob refrigeragdo, e

mantidos em ultra-freezer a -80°C.

4.2.1.3 Caracterizagdo genetica das comunidades microbianas

Extracdo do DNA genOmico total da comunidade microbiana a partir dos solos TPI e do

carvao pirogénico

O DNA total das comunidades microbianas dos solos TPI e seu respectivo carvao
pirogénico foi extraido utilizando-se o Power Soil DNA extraction (MoBio, Carlsbad, CA), de
acordo com instru¢des do fabricante. Foram utilizadas trés repeticdes para cada sitio
analisado, e a verificagdo da qualidade do material extraido foi feita em gel de agarose a 1%.
O padrio de peso molecular utilizado foi o Low Mass DNA Ladder (Invitrogen Life

Technologies).

Para a quantificacdio do material extraido, aliquotas de 5 pl foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v) e coradas com brometo de etidio (0,5 pg/ml de gel).
Como padrdo molecular foram utilizados 2 pl de Low mass DNA Ladder (Invitrogen Life
Technologies). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30

min e depois registrado por foto-documentacao.

O DNA extraido foi também quantificado em espectrofotometro, adotando-se a
relagdo de 1,0 densidade dtica a 260 nm (OD 260) como sendo igual a 50 ng de DNA/ul
(SAMBROOK et al., 1989).

4.2.1.4 Pirosequenciamento de genes funcionais em solos TPI e carvéao pirogénico

Apoés a quantificacdo, o DNA gendmico dos solos TPI e do carvao pirogénico foi
concentrado em Concentrador 5301 (Eppendorf) a 45°C por aproximadamente 10 minutos.

Em seguida as amostras foram enviadas a Michigan State University (MSU), no Center for
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Microbial Ecology, aos cuidados do Dr. James M. Tiedje, para realizacdo do

pirosequenciamento.

A amplificagdo inicial das amostras por técnica de PCR foi realizada pelo Dr. John
Quensen (Center for Microbial Ecology, MSU), utilizando-se os primers descritos por Iwai et
al. (2010), que amplificam uma fragdo de aproximadamente 500 pb da subunidade alfa de

dioxigenases aromaticas (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Primers utilizados para o pirosequenciamento de amostras de TPI e carvéo pirogénico

Primers Sequéncia (5'-3") Fragmento (pb) Referéncia

BPHD-f3 ACTGGAARTTYGCIGCVGA
~ 500 IWAI et al. (2010)
BPHD-r1 ACCCAGTTYTCICCRTCGTC

Para o desenho dos primers, os autores selecionaram sequéncias a partir do banco de

dados do FunGene (Funcional gene pipeline & repository, http:/fungene.cme.msu.edu/), de

genes de dioxigenases da familia/grupo do tolueno/bifenil (bph), tanto nucleotidicas quanto
das proteinas, utilizando valores de score maiores que 900 e tamanho de sequéncias

superiores a 400 pb.

As andlises foram realizadas em sequenciador Genome Sequencer FLX System (454
sequencing-by-synthesis technology, Roche), com a plataforma GS FLX Titanium, cujo

comprimento das sequéncias geradas (reads) fica em torno de 400 pb.

O pirosequenciamento foi inicialmente descrito por Ronaghi et al. (1996), ao
demonstrar que a molécula de pirofosfato (PPi) produzida durante a reagdo de polimerizagao
do DNA poderia ser utilizada para detectar a incorporacdo de um nucleotideo especifico. O
método foi denominado ‘“sequenciamento por sintese”, uma vez que a sequéncia-alvo ¢
determinada na medida em que ¢ sintetizada a fita complementar. Todo o processo envolve a
participagdo quatro enzimas (Figura 4.2), responsaveis pela sintese da fita complementar
através da incorporagdo de nucleotideos, e da conversdao do PPi em ATP e consequentemente
em sinal luminoso, que pode ser detectado pelo equipamento. A conversao de PPi em luz ¢
um processo estequiométrico, onde cada molécula de PPi gera uma quantidade definida de
fotons e a intensidade luminosa emitida pela reagdo ¢ captada pelos sensores do sequenciador

(RONAGHL, 2001).
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Primers
DNA molde —==------------3>  Fitacomplementar
DNA polimerase*

X APS (substrato) R
LPPij mmeemmeeeeeee—ae> ATP
Sulfurilase*

Luciferina (substrato)
ATP  =====ceeeeeeeee> Ly
Luciferase*

N

nucleotideos
nao -—-------------> (degradagio)
incorporados Apirase*

Figura 4.2. Esquema representativo das reagdes enzimaticas no processo de pirosequenciamento. (*) enzimas

envolvidas no sistema

Outro avango significativo da técnica de pirosequenciamento deve-se ao trabalho de
Parameswaran et al. (2007), que adaptaram ao primer utilizado para a detec¢do do gene-alvo
uma sequéncia curta de nucleotideos, denominada “codigo de barras” ou barcode. Este codigo
permitiu o uso da técnica de pirosequenciamento para varias amostras diferentes em paralelo,
pois as sequéncias podem ser utilizadas posteriormente como referéncia na identificagdo e

separacao de diferentes amostras por ferramentas de bioinformatica.

Os “mix” para as reagdes de pirosequenciamento foram preparados para um volume
total de 20 pL, contendo 1X FastStart High Fidelity Reaction Buffer (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland), 1,25 uM de cada primer, 150 ng/ulL. de BSA (bovine serum albumin,
New England BioLabs, Ipswich, MA, USA), 0,2 mM de dNTPs, 0,5 pL (2,5 U) de FastStart
High Fidelity PCR System Enzyme Blend (Roche Diagnostics) e 4 ng de DNA molde. As
condi¢des de PCR foram otimizadas utilizando-se o DNA gendmico da estirpe LB400 de
Burkholderia xenovorans (GORIS et al., 2004), que possui um dos genes de dioxigenases

amplificados pelos primers BPHD, para degradagdo de bifenil (bph).

As amplificagdes foram realizadas em triplicata como segue: 3 min a 95°C, seguido de
30 ciclos de 45 s a 95°C, 45 s a 60°C e 40 s a 72°C, além de extensdo final de 4 min a 72°C.
Os amplicons com 542 pb foram purificados utilizando-se o QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), seguido de QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). As
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concentragdes do material amplificado foram determinadas em espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Os produtos purificados foram
entdo misturados com os barcodes e submetidos ao pirosequenciamento em sequenciador

automatico Genome Sequencer FLX System (454 Life Sciences, Branford, CT, USA).

Determinacdo das sequéncias validas

Os processos de filtragem e obtengdo das sequéncias validas geradas a partir do
pirosequenciamento foram realizados pela Dra. Qiong Wang (Center for Microbial Ecology,

Michigan State University, MSU), utilizando programas de bioinformatica e as ferramentas

disponiveis no FunGene Pipeline Repository (http://fungene.cme.msu.edu/FunGenePipeline/).

Inicialmente, as sequéncias geradas foram analisadas para remog¢do daquelas com
baixa qualidade e para remocdo dos primers. Para eliminagdo de possiveis erros na fase de
leitura das sequéncias (frameshift), todas as sequéncias foram comparadas com dioxigenases
depositadas no NCBI por meio das ferramentas Blastx e Tblastx (ALTSCHUL et al., 1990),
utilizando-se Evalue menores que 0,001 para determinar as maiores similaridades,
considerando-se somente os dez primeiros resultados para todas as sequéncias. Somente
sequéncias que passaram por esta filtragem inicial foram utilizadas nas andlises para

determinagdo dos indices de riqueza e diversidade dos sitios TPI analisados neste estudo.

4.2.1.5 Analises das sequéncias, parametros ecologicos e medidas de diversidade

As matrizes de dissimilaridade foram calculadas a partir dos alinhamentos par-a-par
(pairwise) entre as sequéncias de aminoacidos, utilizando-se a ferramenta HMMER3 aligner
disponivel no FunGene Pipeline Repository. As matrizes geradas pelo software MOTHUR
(SCHLOSS et al., 2009) foram utilizadas para o calculo das medidas de riqueza e dos indices

de diversidade de genes catabolicos presentes em solos TPI e carvao pirogénico.

Para as andlises de conservacdo e comparacdo com sequéncias de referéncia
depositadas em bancos de dados, foram selecionadas sequéncias de dioxigenases a partir do

banco de dados de proteinas Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) (BATERMAN et al., 2008), que

possuem ambos os dominios Rieske (PF00355) e Ring hydroxyl A (PF00848), contemplados

pelos primers BPHD. Em seguida, as sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir das
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sequéncias nucleotidicas obtidas neste estudo foram alinhadas com a regido correspondente
das referéncias do banco de dados utilizando-se a ferramenta HMMERS3 aligner, disponivel
no FunGene Pipeline Repository. Finalmente, uma matriz foi calculada a partir do
alinhamento, considerando uma dissimilaridade de 94% ao nivel de aminodcido, para

verficagdo de agrupamentos signifcativos com o banco de dados de proteinas funcionais.

4.2.1.6 PCR quantitativo em tempo real

As andlises de PCR em tempo real foram realizadas para quantificagdo do niimero de
copias de genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e amostras de carvao pirogénico
para os cinco sitios analisados neste estudo. Como padrao para comparagdes, foi utilizado o
gene ribossomal 16S rRNA. As reacdes foram realizadas no equipamento StepOnePlus®

(Applied Biosytems), utilizando o sistema SYBR Green.

Amplificacdo de genes de dioxigenases aromaticas

A reagdo de amplificag@o para genes funcionais foi realizada com os primers BPHD-
f3 ¢ BPHD-r1 (IWAI et al., 2010), usando-se os valores de Cts (cycle threshold) como
normalizadores para determinar a quantidade de DNA passivel de amplificagdo em cada uma
das amostras. Os Cts sdo definidos como o nimero de ciclos requeridos para que o sinal
fuorescente exceda o nivel de ruido (background), e ¢ inversamente proporcional a quantidade

de DNA-alvo presente na amostra.

As reagoes de PCR em tempo real foram realizadas em volume de 10 pL contendo
SuL. do Kit Syber Green Rox qPCR (Fermentas, Brasil), 2,5uM de cada primer ¢ 10ng de
DNA. A amplificagdo do DNA foi realizada com um ciclo de desnaturagio inicial a 95°C por
10 min, seguido de 40 ciclos de amplificagdo de 95°C por 20 s, 60°C por 50 s e 72°C por 50 s
e ao final da reagdo foi incluida uma curva de melting nas seguintes condigdes: 95°C por 15
seg, 60°C por 1 min e a temperatura foi aumentada até 95°C por 15 seg, com leitura de dados
a cada 0,7°C. Para amplificagio e obten¢do de curva padrio, foi utilizado um clone obtido a
partir de biblioteca contendo o gene funcional bph (bifenil dioxigenase), onde os plasmideos
foram quantificados em espectrofotometro de espectro completo (190 a 840 nm - NanoDrop®

ND-1000) ¢ diluidos para construir uma curva padrio de 10* até 10° genes p™.
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Amplificacdo do gene ribossomal 16S rRNA

A reagdo de amplificagdo para o gene 16S rRNA foi realizada com os primers
universais para o dominio Bacteria U968F (5'-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3') e R1387
(5’-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3’) (HEUER et al., 1997), que amplificam
um fragmento de aproximadamente 400 pb, e os valores de Cts (cycle threshold) foram
utilizados como normalizadores para determinar a quantidade de DNA passivel de
amplificacdo em cada uma das amostras. As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
em volume de 10 pL contendo 5uL do Kit Syber Green Rox qPCR (Fermentas, Brasil),
2,5uM de cada primer e 10ng de DNA. A amplificacdo do DNA foi realizada com um ciclo
de desnaturagio inicial a 94°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de amplificagdo de 94°C por
30 s, 56°C por 30 s e 72°C por 40 s e ao final da reagdo foi incluida uma curva de melting nas
seguintes condigdes: 95°C por 15 seg, 56°C por 1 min ¢ a temperatura foi aumentada até 95°C
por 15 seg, com leitura de dados a cada 0,7°C. Diluigdes de um clone obtido a partir de uma
biblioteca contendo o gene 16S rRNA foram utilizadas para amplificacdo e obtencdo de curva
padrao. Os plasmideos foram quantificados em um espectrofotdmetro de espectro completo
(190 a 840 nm - NanoDrop® ND-1000) e diluidos para construir uma curva padrio de 10 até
10 genes u'l.

4.2.2 Resultados e discusséo
4.2.2.1 Coleta e Caracterizacéo dos Solos

As amostras de solo foram coletadas nos cinco sitios TPI analisados no presente
trabalho (Costa do Agutuba, Balbina, Caldeirao-Capoeira, Caldeirao-Cultivado e Hatahara),
situados na Amazonia Central. Cada ambiente apresenta distintos sistemas de uso da terra,
caracterizados principalmente por agricultura de subsisténcia e floresta secundaria. O sitio
Balbina foi incluido no estudo por representar um modelo de sitio TPI ndo perturbado por

manejo agricola.

As amostras foram coletadas na profundidade de 0-10 cm. Apds a coleta, as amostras
foram enviadas ao Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, onde uma

aliquota foi armazenada a -80°C para extracdo do DNA e futuras analises moleculares; outra
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aliquota foi enviada ao Laboratério de Analises Quimicas da ESALQ/USP para analise das

caracteristicas quimicas das amostras de solo (Tabela 4.2).



Tabela 4.2 - Caracteristicas dos sitios TPI analisados neste estudo e atributos quimicos do solo
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, . pH MO P S K Ca Mg Al H+tAl SB CTC \%
s Sistema de uso da Horizonte
Sitios TPI Idade (anos) L
terra antropico (m) 5 3 3
(CaCly) (g/dm™) (mg/dm™) (mmolc/dm™) (%)
CALDEIRAO- Floresta secundaria
CAPOEIRA (~20 anos) ~1200 0,3-1,40 5,2 41,0 100,0 11,0 3,7 52,0 11,0 - 47,0 66,7 113,7 59,0
CALDEIRAO- Cultivo de mandioca
CULTIVADO (~30 anos) ~1200 0,3-1,40 5,0 40,0 171,0 9,0 0,1 51,0 9,0 - 47,0 60,1 107,1 56,0
Culturas de
COSTA DO ACUTUBA subsisténcia 2000 - 2300 0,48 - 0,83 4.8 31,3 204,7 3,3 1,0 57,7 5,3 1,0 50,0 64,0 114,0 50,6
_ (agricultura familiar)
HATAHARA Cultivo de banana ¢ 600 - 1000 0,43 - 0,69 5.2 53,0 508,7 43 1,1 1383 13,7 - 487 1537 201,7 76,0
gramineas
Floresta secundaria
BALBINA (>20 anos de - - 4,7 53,0 17,0 - 0,6 47,7 73 23 93,0 573 1626 35,2
abandono)

(-) Resultado <0,1 ou ndo determinado; MO: matéria organica do solo; SB

: soma de bases; CTC: capacidade de troca catonica; V: saturagao por bases. Adaptado de Grossman et al. (2010) e Liang et al. (2010).
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De modo geral, a Analise de Componentes Principais (PCA) realizada com os dados
quimicos do solo revelou agrupamentos distintos para os cinco sitios estudados (Figura 4.3).
Foi possivel observar que o solo do sitio Hatahara apresentou valores elevados de célcio (Ca),
magnésio (MG) e soma de bases (SB), além de valores consideraveis de fosforo (P), quando
comparadas com as amostras dos outros quatro sitios, conforme observado anteriormente
(Figura 2.4). O sitio Balbina, incluido neste estudo por representar um solo de TPI sem
perturbacdo ha muitos anos, ficou distante dos demais por apresentar teores de aluminio e
acidez potencial, ndo detectados nas demais amostras. Pode-se notar também que as
ordenagoes reuniram os sitios do Caldeirdo e o Costa do Agutuba, que ficaram mais proximos

entre si e relacionados a valores mais expressivos de potassio (K) e enxofre (S) no solo.
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Figura 4.3 - Analise de Componentes Principais baseada nos elementos quimicos dos solos de TPI

4.2.2.2 Caracterizagdo genética da comunidade microbiana do solo e do carvao
pirogénico

Extracdo do DNA genOmico total da comunidade microbiana a partir dos solos TPI e do

carvao pirogénico

O DNA total das comunidades microbianas dos solos TPI e seu respectivo carvao
pirogénico foi extraido utilizando-se o Power Soil DNA extraction (MoBio, Carlsbad, CA),

utilizando-se trés repeticdes para cada sitio analisado, e a verificagdo da qualidade do material



157

extraido foi feita em gel de agarose a 1% (Figura 4.4). O padrdao de peso molecular utilizado

foi o Low Mass DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies).

(TPI) (Carvio) (TPI) (Carvio) (TFT) {Carvio)

Caldeirao-Capoeira Caldeirdo-Cultivado Costa do Acutuba

(TPT) (Carvio) (TED) {Carvio)

Hatahara Balbina

Figura 4.4 - Gel de agarose do DNA total dos solos TPI e seu respectivo carvao pirogénico. PM: padrio de peso

molecular Low DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies)

A pureza e o rendimento das extragcdes foram satisfatorios para todos os sitios TPI e o
carvao pirogénico. O material extraido referente as repeti¢des para cada solo e carvao foi
misturado para uma concentracdo final de 500ng de DNA gendmico por amostra, €
posteriormente foi enviado ao Center for Microbial Ecology da Michigan State University

(MSU, EUA) para as reagdes de pirosequenciamento.

4.2.2.3 Pirosequenciamento de genes funcionais em solos TP1 e carvao pirogénico

O pirosequenciamento das amostras foi realizado entre 27/05 e 01/07/2010 utilizando-
se o sequenciador automatico Genome Sequencer FLX System (454 Life Sciences) com a
plataforma GS FLX Titanium, no Center for Microbial Ecology da Michigan State University
(MSU, M1, EUA).

As sequéncias de genes catabolicos para degradacao de hidrocarbonetos aromaticos
obtidas para os cinco sitios TPI e seu respectivo carvao pirogénico, foram inicialmente

analisadas quanto a qualidade de nucleotideos pelo software do proprio equipamento
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(Genome Sequencer FLX System, 454 Life Sciences), que descartou as leituras de baixa
qualidade. As regides correspondentes aos primers BPHD ¢ aos barcodes foram também

removidas no processo de filtragem inicial.

Como controle positivo para as reagdes de amplificacdo dos gene catabolicos e de
pirosequenciamento, foi utilizada uma comunidade microbiana artificial (mock community),
que compreende uma amostra de DNA onde se conhece a propor¢ao do gene funcional. Neste
caso, foi utilizada uma amostra contendo 10% de DNA gendmico da estirpe Burkholderia
xenovorans LB400, que contém um dos genes-alvo amplificados pelos primers BPHD, para
degradagao de bifenil (bph).

O nimero de sequéncias validas geradas para os solos TPI e o carvao pirogénico dos
cinco sitios analisados ficou entre 1525 para o solo TPI do Costa do Agutuba e 2610 para o
carvao do sitio Caldeirao-Capoeira, como pode ser observado na Tabela 4.3. A média de

comprimento das sequéncias obtidas entre todos os sitios foi de 462 pb.

Inicialmente, as amostras foram filtradas utilizando-se como parametros a presenca do
primer forward e dos barcodes utilizados, além de comprimento minimo das sequéncias de
300pb. Em torno de 28.000 sequéncias foram positivas para os barcodes utilizados,
totalizando 86,02% das sequéncias obtidas no pirosequenciamento. Primers ¢ barcodes foram
retirados e as sequéncias que passaram por este processo inicial de controle foram traduzidas

in silico para a sequéncia de aminoacidos correspondente.



Tabela 4.3 - Dados do pirosequenciamento dos cinco sitios analisados neste estudo
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Sample name Sample name Fonte Barcode Name  Barcode Sequence mifc%uggfsos de avi?g;:rlfr?;th seq\ljz::ges* Valid(i;)c;:ences
CENA 1 COSTA DO ACUTUBA TPI MID106 TCATCGAGTC 2339 463 1525 74,03
CENA 2 BALBINA TPI MID107 TCGAGCTCTC 2427 448 1666 74,31
CENA 4 CALDEIRAO-CAPOEIRA TPI MID109 TCTGTCTCGC 2401 457 1923 86,43
CENA 5 CALDEIRAO-CULTIVADO TPI MID110 TGAGTGACGC 3279 463 2428 85,95
CENA 6 HATAHARA TPI MIDI111 TGATGTGTAC 3087 465 2431 84,67
CENA 7 COSTA DO ACUTUBA Carvao MID112 TGCTATAGAC 3267 465 2478 84,49
CENA 8 BALBINA Carviao MID113 TGCTCGCTAC 2639 467 1582 78,12
CENA 10 CALDEIRAO-CAPOEIRA Carvao MID115 ACTCACAGAG 2975 455 2610 92,42
CENA 11 CALDEIRAO-CULTIVADA Carvao MID116 AGACTCAGCG 2882 463 2396 90,86
CENA 12 HATAHARA Carvao MID117 AGAGAGTGTG 2656 468 1988 86,96

pos_Ctrl CONTROLE POSITIVO Mock community MID109 TCTGTCTCGC 1080 470 882 99,32

*Sequéncias que passaram pelos processos de filtragem inicial e correcdo de frameshifts.
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Em seguida, os erros em relacdo as fases de leitura das possiveis proteinas foram
corrigidos utilizando-se a ferramenta RDP FrameBot

(http://fungene.cme.msu.edu/FunGenePipeline/). Esta ferramenta permite que sejam

selecionadas sequéncias de proteinas representativas de genes catabolicos, neste caso, do
banco de dados do gene bph depositadas no FunGene (Funcional Gene Pipeline & Repository,

http://fungene.cme.msu.edu/), para serem utilizadas na comparagdo entre as sequéncias

resultantes do pirosequenciamento e correcdo das fases de leitura.

O RDP FrameBot produziu um bom alinhamento entre as sequéncias do
pirosequenciamento e as do banco de dados, mesmo em presenca de frameshifts. Somente os
alinhamentos que produziram as melhores pontuagdes (scores) foram utilizados e reportados
como sequéncias validas, e como filtros foram ainda utilizados os parametros de porcentagem

de identidade (>30%) e de comprimento de sequéncia no alinhamento (>130 aminoacidos).

ApoOs o alinhamento, os gaps comuns foram removidos e as sequéncias Unicas foram
separadas em novo arquivo, de modo a diminuir o tempo de andlise computacional. Em
seguida, as sequéncias que passaram pelos filtros anteriores foram alinhadas utilizando-se a
ferramenta HMMERS3 aligner, disponivel do FunGene, com a sequéncia de referéncia de
Pseudomonas putida F1 (YP 001268196), que possui genes para degradagdo de
hidrocarbonetos aromaticos, para a validacdo das sequéncias como possiveis proteinas
funcionais. Foi gerado um histograma contendo as posi¢des de inicio e fim dos alinhamentos

em relacdo a sequéncia de referéncia, que pode ser observado na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Histograma demonstrativo das posi¢des de alinhamento das sequéncias do pirosequenciamento em

relagdo a sequéncia de referéncia de P. putida F1

Finalmente, as sequéncias validas foram agrupadas (clustering) utilizando-se o
software MOTHUR (SCHLOSS et al., 2009), considerando-se um nivel de dissimilaridade de
94% ao nivel de aminoacido (cutoff 0,06) entre as sequéncias de genes de dioxigenases

aromaticas obtidas para os cinco sitios TPI analisados.

4.2.2.4 Parametros ecoldgicos e medidas de diversidade

O método de analise baseado na geracdo de UTOs ou, no caso de sequéncias de
aminoacidos, FPOs, permite analisar a frequéncia de distribuicdo de sequéncias de uma ou
mais amostras através de uma matriz de distancia. Esta estratégia possibilita calcular os
indices de riqueza e diversidade de uma comunidade microbiana pela geracdo de grupos

distintos em cada intervalo de cutoff da matriz de distancia (DUARTE, 2010).

Para cada uma das amostras analisadas neste estudo foram calculados individualmente

os indices de riqueza de ACE (CHAO et al., 1993), Chaol (CHAO, 1984 ¢ 1987) e Jackknife,
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além dos indices de diversidade de Shannon e Simpson, juntamente com analises do esforgo
amostral, dadas pela curva de rarefacdo, e andlises de membros compartilhados entre

comunidades, baseados na matriz de distancia e relacionadas nos diagramas de Venn

(FAUTH et al., 1996).

Inicialmente, foi calculada a estimativa de rarefacdo de FPOs das amostras para
diferentes cutoffs (Figura 4.6). Os dados foram plotados em fungdo do numero de sequéncias
analisadas, que resulta em curvas de rarefacdo que sdo uteis para indicar se as sequéncias
nucleotidicas ou de aminodcidos analisadas representam a riqueza de espécies de uma

comunidade.

As curvas de rarefagdo para os diferentes cutoffs (0, 0,01, 0,03 e 0,06) demonstraram
que o esfor¢co amostral ndo foi suficiente para cobrir a riqueza de genes de dioxigenases tanto
para amostras de TPI quanto de carvao pirogénico. Entretanto, para o sitio do Caldeirao sob
cultivo, as curvas empregando cutoff de 0,06, utilizado para o calculo da matriz de distancia,
comecaram a apresentar um platd por volta de 2500 sequéncias, e para o sitio TPI sob
capoeira o esfor¢o amostral parece ter sido alcangado com pouco menos de 2000 sequéncias,

sugerindo que a estimativa de riqueza de espécies foi contemplada.

Por outro lado, a amostra de carvao pirogénico do sitio Balbina apresentou claramente
as curvas com maior inclinagcdo entre as amostras analisadas. Este resultado, que sugere haver
maior riqueza de espécies nesta amostra, pode também ter ocorrido como efeito do célculo de
estimativa de riqueza em fun¢do de um menor niimero de sequéncias de carvao amostradas

(em torno de 1500).
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Figura 4.6 - Analises de rarefacdo para genes de dioxigenases aromaticas de TPI e carvao pirogénico para os

cinco sitios analisados por pirosequenciamento, com valores de cutoff variando de 0 a 0,06
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As estimativas de diversidade das amostras apresentaram diferencas claramente
significativas, apesar de corresponderem a solos antropicos com processos de formacao
similares. Entre os solos TPI, ao comparar duas amostras em fun¢do do mesmo niimero de
sequéncias analisadas (em torno de 2500), a curva de rarefacdo para os sitios Caldeirdo-
Cultivado e Hatahara estimou aproximadamente 800 espécies de genes de dioxigenases unicas
(cutoff 0) para ambos os sitios, sugerindo similaridade na estimativa de riqueza entre estes
sitios. O Costa do Agutuba e o Balbina também apresentaram niimero elevado de sequéncias
unicas, entre 600 e 700 para aproximadamente 1500 amostragens, assim como o Caldeirao

sob capoeira, cujo nimero de sequéncias analisadas ficou em torno de 2000.

Em relagdo as amostras de carvao pirogénico, em trés dos cinco sitios de TPI foram
analisadas em torno de 2500 sequéncias do gene funcional para degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos, onde o Costa do Acutuba apresentou a curva mais inclinada,

estimando em torno de mais de 1000 espécies Unicas de dioxigenases.

Os indices de riqueza e diversidade para as amostras de TPI e carvdo pirogénico
obtidas pelo pirosequenciamento foram calculados a partir de uma matriz de distancia entre as
sequéncias (cutoff 0,06), e os resultados encontram-se na Tabela 4.4. O nimero de FPOs
encontradas com 94% de similaridade entre as sequéncias do mesmo grupo, em nivel de
aminodcido, foi maior para o carvao em relagdo aos solos TPI para os sitios Costa do Agutuba
e Balbina. No sitio Hatahara, o nimero de FPOs no solo TPI foi ligeiramente maior em

relacdo a amostra de carvao pirogé€nico, assim como no sitio do Caldeirdo sob capoeira.



Tabela 4.4 — Dados do pirosequenciamento de genes de dioxigenases aromaticas obtidos para cada sitio TPI analisado neste estudo, incluindo as medidas de riqueza e indices

de diversidade

Medidas de riqueza*

Sitio TPI Amostra Se\?{;?g;:;as FPOs*
Chaol ACE
TPI 1525 265 42828 + 116,04 541,66 + 98,52
Costa do Agutuba
Carvio 2478 374 523,22 +£93,22 666,48 £ 95,15
TPI 1666 189 339,61 + 128,72 439,73 £ 98,64
Balbina
Carvao 1582 269 497,60 + 163,99 556,66 + 104,96
TPI 1923 153 225,73 £ 71,68 294,60 + 68,10
Caldeirdo-Capoeira
Carvio 2610 151 212,00 £ 59,24 284,57 £ 67,75
TPI 2428 237 353,00 + 96,09 334,42 £ 62,72
Caldeirao-Cultivado
Carvio 2396 194 300,50 = 99,69 276,82 + 60,08
TPI 2431 299 462,44 + 106,15 590,03 + 102,25
Hatahara
Carvio 1988 292 454,68 +£117,52 429,90 + 77,29

Jackknife
531,05+ 124,36
595,44 + 82,86
390,50 + 95,93
628,57 £ 162,79
255,10 £ 56,53
217,53 £33,71
417,80 +£91,97
321,32 + 62,62
522,86 + 84,15

525,50 + 99,99

indices de Diversidade*

C (%)
Shannon (H’) Simpson
4,41 +£0,12 0,04 + 0,009 91
4,86 + 0,09 0,02 + 0,004 93
3,35+0,14 0,15+ 0,024 93
4,57 +0,10 0,02 % 0,003 90
3,28+0,11 0,09 + 0,011 95
2,32+0,12 0,32 + 0,028 96
3,98 +0,10 0,06 £ 0,010 96
3,45+0,11 0,14+ 0,019 95
3,71+0,12 0,08 = 0,009 93
4,61 +0,10 0,03 + 0,004 92

*Medidas de heterogeneidade calculadas com base em 94% de similaridade entre as sequéncias de genes de dioxigenases de Bacteria para as amostras de TPI e de carvdo pirogénico (cutoff 0,06). Os desvios padrao

estdo mostrados na tabela.

FPOs: Familias Protéicas Operacionais. C: cobertura das bibliotecas (GOOD, 1953).
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De modo geral, os valores do indice de heterogeneidade de Shannon revelaram maior
diversidade nas amostras do carvao pirogénico para trés dos cinco sitios analisados (Figura
4.7). Diferentemente do estudo anterior, com as bibliotecas do gene funcional a-ARHD, os
sitios do Caldeirdo apresentaram maiores indices de diversidade nos solos de TPI para os
genes de dioxigenases obtidos pelo pirosequenciamento, bem como as estimativas de riqueza

de espécies, dadas por Chaol, ACE e Jackknife.
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Figura 4.7 — Graficos demonstrativos dos indices de diversidade estimados para os cinco sitios de TPI

analisados, em relagdo as amostras de solo e carvao obtidas no pirosequenciamento

Uma possivel explicagdo para esta diferenca pode ser o maior numero de sequéncias
analisadas por pirosequenciamento, em relacdo ao numero de clones obtidos nas bibliotecas
contendo os genes funcionais (em torno de 100 por amostra). Este aumento no niimero de
sequéncias pode ter favorecido a amostragem de espécies (FPOs) menos frequentes, e este

fato pode ter influenciado diretamente os valores de diversidade de TPI e carvao pirogénico
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no Caldeirdo. A mesma relacao de diversidade de FPOs foi estabelecida entre as amostras de

TPI e do carvdo com os valores obtidos pelo indice de diversidade de Simpson.

Os valores obtidos com os métodos nao-paramétricos de Chaol, ACE e Jackknife para
a estimativa de riqueza de FPOs nas amostras dos demais sitios analisados (Figura 4.8),
corroboraram a interpretacdo obtida com os indices de diversidade, exceto para o sitio
Hatahara, onde os estimadores ACE e Chaol apresentaram valores maiores para a amostra de
solo TPI. A explicagdo para isto pode estar no nimero elevado de sequéncias analisadas por
pirosequenciamento e na equa¢do utilizada em cada estimador. O valor obtido com o
estimador Jackknife, que utiliza o valor de FPOs unicas para o céalculo da estimativa de
riqueza, foi maior na amostra de carvao para o Hatahara, mesmo para um nimero menor de

sequéncias analisadas em relacao ao solo TPI.

Medidas de riqueza | TPI

@ Chaol
HACE
u Jackknife

Medidas de riqueza | Carvédo

H Chaol
HACE
u Jackknife

Figura 4.8 — Graficos demonstrativos das medidas de riqueza de espécie estimadas para os cinco sitios de TPI

analisados, em relagdo as amostras de solo e carvao obtidas no pirosequenciamento

De modo geral, as sequéncias de genes funcionais foram muito diversas em termos de

heterogeneidade de espécies. Os indices de diversidade obtidos para os sitios Balbina e
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Caldeirao-Capoeira, ambos sob floresta ndo perturbada ha mais de 20 anos, além do Hatahara,
apresentaram diferencga elevada entre os valores para as FPOs do carvao e dos solos TPI,
diferente do que foi observado para os demais, onde os indices de Shannon e de Simpson
demonstraram diferencas mais sutis entre os valores obtidos para os solos TPI e o carvao

pirogénico.

Apesar das similaridades entre a diversidade para algumas amostras, a analise
realizada com o programa J-Libshuff, incluido no MOTHUR, apontou diferenca estatistica
significativa entre todas as amostras analisadas, indicando que as comunidades funcionais de
Bacteria presentes em solos TPI e carvao pirogénico sdo influenciadas diretamente pelas
diferentes condicoes fisico-quimicas e ecologicas de ambientes distintos, conforme observado

no estudo anterior com as bibliotecas de genes funcionais.

A amostra analisada a partir do carvao pirogénico presente no sitio Costa do Agutuba
apresentou os maiores indices de diversidade entre os cinco sitios analisados, sendo que os
menores valores foram encontrados na amostra de carvao do sitio do Caldeirao sob capoeira.
A mesma relagdo foi encontrada para as amostras de solos TPI dos dois sitios para o indice de

Shannon.

A estimativa do valor maximo de sequéncias (espécies) em um nivel filogenético pode
ser feita utilizando-se métodos estatisticos capazes de estimar a relagdo de espécies em funcao
do numero de sequéncias, a partir da curva de rarefagdo ou de métodos nao-paramétricos.
Para verificar a riqueza de FPOs das amostras de TPI e carvdo analisadas por
pirosequenciamento, foi utilizado o método de rarefacdo ao nivel de 94% de similaridade,

além dos estimadores de ACE, Chaol e Jackknife.

O ntmero de espécies (grupos) detectados em uma dada amostra, ou o numero de
organismos em um dado nivel filogenético, sdo fortemente influenciados pelo nimero de
sequéncias analisadas (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2005). Deste modo, as estimativas do
numero de FPOs variam em func¢ao do numero de sequéncias analisadas, e esta relagdo pode
ser verificada pela construgdo das curvas de rarefa¢do. Os resultados obtidos pela analise de
rarefacdo indicaram que o numero de sequéncias de genes de dioxigenases aromaticas ndo foi
suficiente para amostrar completamente a riqueza de espécies das comunidades microbianas

dos solos TPI e do carvao pirogénico (Figuras 4.9 a 4.13).
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No entanto, as curvas de rarefacdo revelaram grandes diferengas entre as FPOs para
todos os sitios TPI analisados, onde ¢ possivel notar claramente uma maior riqueza de FPOs
nas amostras do carvao pirogénico em compara¢do com os solos TPI, exceto para os sitios do
Caldeirdo. De maneira mais pronunciada, foi possivel observar uma maior riqueza para a
amostra do carvao no sitio Balbina, considerado modelo de sitio TPI sem perturbagdo, sendo
que no Hatahara as curvas de rarefacao foram distribuidas de modo mais similar para ambos

carvao e TPI.
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Figura 4.9 - Andlise de rarefacdo estimada para genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e carvao
pirogénico do sitio Costa do Acutuba. As FPOs foram agrupadas com base na similaridade das sequéncias com

nivel de 94%
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Figura 4.10 - Analise de rarefacdo estimada para genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e carvao
pirogénico do sitio Balbina. As FPOs foram agrupadas com base na similaridade das sequéncias com nivel de

94%
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Figura 4.11 - Analise de rarefacdo estimada para genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e carvdo
pirogénico do sitio Caldeirdo-Capoeira. As FPOs foram agrupadas com base na similaridade das sequéncias com

nivel de 94%
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Figura 4.12 - Analise de rarefacdo estimada para genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e carvao

pirogénico do sitio Caldeirdo-Cultivado. As FPOs foram agrupadas com base na similaridade das sequéncias

com nivel de 94%
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Figura 4.13 - Analise de rarefacdo estimada para genes de dioxigenases aromaticas em solos TPI e carvdo

pirogénico do sitio Hatahara. As FPOs foram agrupadas com base na similaridade das sequéncias com nivel de

94%

Para verificar as interseccdes e peculiaridades de cada ambiente, foram construidos

diagramas de Venn, identificando o numero de FPOs exclusivas e compartilhadas entre os

solos TPI e o carvao pirogénico para cada sitio TPI analisado (Figura 4.14).
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Foi possivel observar maior quantidade de FPOs unicas nas amostras do carvao em
comparagdo com as TPI, para trés dos cinco sitios analisados, sendo que nos sitios do
Caldeirdo a quantidade de grupos Uinicos foi maior para os solos TPI, embora para o solo sob
capoeira essa diferenca tenha sido muito sutil, com apenas trés FPOs a mais. Estes resultados
concordam com as andlises de rarefacdo, onde a riqueza de espécies no carvao pirogénico do

Caldeirao sob cultivo agricola e sob capoeira foi menor em comparagao aos solos TPI.

A porcentagem de FPOs compartilhadas entre as amostras de TPI e carvdo nos sitios
Costa do Agutuba, Caldeirao-Cultivado ¢ Hatahara foi muito similar, variando entre 20 e 22%
do total de FPOs. Entretanto, no caso dos sitios Balbina e Caldeirdo-Capoeira, caracterizados
por cobertura vegetal de floresta secunddria, a porcentagem de FPOs compartilhadas entre os
solos TPI e o carvao pirogénico foi muito menor, ficando entre nove e 15% respectivamente,

demonstrando elevada diferenca entre as sequéncias de genes funcionais nestes ambientes.

Costa do Acutuba Balbina
357 283
153 | 202 P2 211
Carvéo TPI Carvéo TPI
Caldeirdo-Capoeira Caldeirdo-Cultivado
171 64 174 183 124 236
Carvéo TPI Carvéo TPI
Hatahara
253
133 252
Carvéao TPI

Figura 4.14 - Diagramas de Venn baseados nas FPOs de dioxigenases aromaticas tinicas e compartilhadas (cutoff

0,06) para os solos de TPI e carvao pirogénico dos cinco sitios analisados por pirosequenciamento

Estes dados confirmam os resultados obtidos no estudo anterior, que sugerem que o
carvao pirogénico, presente em grande quantidade nos solos TPI, parece ser o principal

responsavel pela manutengdo da diversidade funcional de comunidades microbianas
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envolvidas em processos metabdlicos fundamentais nestes solos antrdpicos, como a ciclagem

de nutrientes e a dindmica da matéria organica.

Em seguida as andlises de diversidade e riqueza de espécies, foram obtidos os
agrupamentos (clusters) entre as sequéncias de dioxigenases de TPI e carvao pirogénico com
o banco de proteinas Pfam, com o objetivo de validar as sequéncias e estabelecer as relagdes
filogenéticas entre estas e as enzimas disponiveis em bancos publicos de sequéncias. Uma vez
que o pirosequenciamento produz grande quantidade de dados, ¢ necessario agrupar as

sequéncias para reduzir o nimero de analises.

As quase 22 mil sequéncias validas produzidas pelo pirosequenciamento foram
agrupadas com as dioxigenases de referéncia, baseado nas sequéncias de aminoacidos. Para
isto, foram selecionadas 693 sequéncias com mais de 350 aminoécidos a partir do banco de
dados de proteinas, que possuem ambos os dominios Rieske (PF00355) e Ring hydroxyl A
(PF00848), contemplados pelos primers BPHD utilizados neste estudo.

Em média, foram gerados 900 grupos distintos a partir da matriz de dissimilaridade
(94% ao nivel de aminoacido) com as sequéncias de dioxigenases de solo e carvao pirogénico
dos cinco sitios de TPI e as sequéncias do banco de dados. A Figura 4.15 sumariza os

agrupamentos obtidos para este estudo.

O grande desafio de trabalhos envolvendo dados provenientes de metagenoma gene-
especifico, como no presente estudo, ¢ a anélise de grande quantidade de dados. Inicialmente,
foram feitas tentativas de construcdo de arvores filogenéticas utilizando sequéncias
representativas de cada cluster gerado neste estudo, sem, entretanto, obter-se resultados
confiaveis, uma vez que as sequéncias sao muito diversas e os valores de bootstrap muito

baixos.

Desta forma, os clusters foram analisados separadamente e classificados como (i)
novos grupos, compostos unicamente por sequéncias de TPI, carvao pirogénico e por ambos,
(i1) clusters constituidos por dioxigenases do banco de dados e TPI ou carvao, além de grupos
mistos de sequéncias de TPI, carvdao pirogénico e Pfam, e finalmente, (iii) clusters que

incluiram somente sequéncias do banco de dados.
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Figura 4.15 — Graficos de abundéncia relativa dos agrupamentos (clusters) formados entre as sequéncias de

dioxigenases de TPI e carvao pirogénico analisadas neste estudo e proteinas do banco de dados (Pfam), com

dissimilaridade de 94% (cutoff 0,06) ao nivel de aminoacido. Numeros entre parénteses: porcentagem de clusters

em cada sitio
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O sitio Costa do Agutuba produziu o maior numero total de clusters, além do maior
numero de agrupamentos entre sequéncias unicamente encontradas em TPI e carvao, com 156
grupos. Conforme observado nos Diagramas de Venn para as sequéncias deste estudo, o
Costa do Agutuba também incluiu o maior nimero de clusters com dioxigenases obtidas
exclusivamente de carvao (366 grupos), ¢ o sitio Hatahara reuniu a maioria de grupos com
sequéncias unicas de solos TPI (259 grupos). Por outro lado, o Caldeirao-Capoeira produziu o
menor numero de grupos com dioxigenases exclusivas de TPI e também de grupos com
sequéncias de carvao pirogénico (170 e 149 grupos, respectivamente) em relacdo ao total de

clusters, entre todos os sitios analisados.

Em termos de sequéncias obtidas exclusivamente neste estudo (i), o Costa do Agutuba
apresentou 68% de clusters compostos unicamente por dioxigenases ndo similares a enzimas
depositadas no banco de dados, sendo o sitio com a maior porcentagem de sequéncias
exclusivas de solos TPI e carvdo pirogénico, seguido do Hatahara, com 65% do total de
grupos obtidos para este sitio. No Costa do Agutuba e no Balbina, a porcentagem de grupos
exclusivos do carvao foi bastante elevada (34 e 32%, respectivamente) em relacdo aos

agrupamentos Unicos de TPI (20 e 22%, respectivamente).

No presente estudo, o sitio Balbina reuniu a menor porcentagem de grupos
constituidos por sequéncias compartilhadas entre TPI e carvao pirogénico (6% do total). De
modo geral, as porcentagens de clusters unicos para TPI, bem como exclusivos de carvao,
foram maiores do que os valores encontrados para os grupos mistos entre estas amostras, fato
que demonstra que grupos bacterianos distintos sdo encontrados nestes dois ambientes,
conforme observado anteriormente por Navarrete et al. (2010). Estes autores avaliaram
sequéncias de pirosequenciamento do gene 16S rRNA no sitio Hatahara, para amostras de
solo TPI e carvao pirogénico, onde foi possivel verificar que 41% do total de UTOs
encontradas no carvado foram Unicas para este ambiente, ndo ocorrendo nas amostras do solo.
Estes clusters, constituidos unicamente por dioxigenases descritas neste estudo, incluiram a

maioria das sequéncias analisadas.

O numero de grupos que reuniram somente dioxigenases aromaticas do banco de
dados (iii) foi praticamente o0 mesmo para os cinco sitios, em torno de 340 (aproximadamente
39%). Por outro lado, a porcentagem de clusters mistos entre dioxigenases de TPI e carvao
pirogénico com as sequéncias do banco de proteinas Pfam (ii) foi bastante reduzida para todos

os sitios analisados, constituindo menos que 1% dos agrupamentos em todos os casos.
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De modo geral, estes grupos mistos incluiram sequéncias de tolueno/bifenil
dioxigenases selecionadas do banco de dados, como os genes bphAl de B. xenovorans LB400
(AAB63425) e bphAa de Rhodococcus sp. RHA1 (ABG99107), além de enzimas para
degradagdo de HPAs, como o naftaleno e o fenantreno, descritas como dioxigenases
amplamente distribuidas no ambiente (SMETS et al., 1993; PENG et al., 2008; WANG et al.,
2008). Estes dados demonstram a extensa diversidade de genes funcionais presentes em solos
de TPI e, principalmente, no carvao pirogénico, cuja maioria das dioxigenases ndo produziu
agrupamentos significativos com sequéncias do banco de dados, conforme também observado

no estudo anterior a partir da analise de bibliotecas contendo o gene catabdlico.

4.2.2.5 PCR quantitativo em tempo real

Métodos baseados em PCR sdo ferramentas muito investigativas, que ndo dependem
de técnicas de cultivo de micro-organismos para a obtencdo de dados. Nesse contexto, a
técnica de PCR quantitativo em tempo real permite quantificar a abundancia (DNA) ou a
atividade (mRNA) de genes funcionais especificos em amostras ambientais de modo
relativamente rapido, cujos dados podem ser facilmente interpretados (JOHNSEN;

KARLSON, 2007).

A quantificagdo de genes envolvidos em atividades funcionais de biotransformacao e
biodegradacao, baseada em técnica de PCR em tempo real, permite o monitoramento destes
processos no nivel do DNA. Em presenca de substratos especificos, as comunidades
microbianas funcionais aumentam sua atividade metabolica, e esta sucessdo pode ser estudada
pela analise do aumento da quantidade de genes catabodlicos, requeridos para a producdo de

enzimas degradativas (PISKONEN et al., 2005; BAELUM et al., 2006).

Deste modo, os dados obtidos a partir da técnica de PCR quantitativo podem permitir
a comparagdo entre as comunidades funcionais dos cinco sitios analisados, sob diferentes
coberturas vegetais e usos da terra, quanto ao nimero de copias de genes de dioxigenases
aromaticas, a fim de verificar a presenca desta atividade metabodlica nos solos TPI, e o papel
do carvao pirogénico na sobrevivéncia de micro-organismos diretamente envolvidos na

manuten¢do da qualidade biologica destes solos.
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Na PCR quantitativa para o gene 16S rRNA, a temperatura de melting média foi de

85,64°C, ¢ a eficiéncia de amplificacdo foi de 99,3% com um valor de R2>0,99 (Figuras 4.16

e 4.17). Este gene foi utilizado nas andlises para a confirmagdo e validagdo dos resultados,

considerando-se que multiplas copias do gene ribossomal ocorrem por célula bacteriana.
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Figura 4.16 - Curva de Melting da reagao para confirmag@o da amplificacdo especifica do fragmento do gene

16S rRNA das amostras de TPI e carvdo pirogénico e do clone de biblioteca gendémica contendo o gene

ribossomal utilizado na padronizagdo
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Figura 4.17 - Curva de amplificag@o padrio e quantifica¢io do gene 16S rRNA para as amostras de solo TP e
carvdo pirogénico. Os valores de Cts (cycle threshold) obtidos na reagéo foram utilizados para normaliza¢do dos
dados. Pontos em vermelho: curva padréo a partir de clone de biblioteca contendo o gene ribossomal; pontos em

azul: amostas de solos TPI e carvdo pirogénico analisadas neste estudo
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Na PCR quantitativa para o gene bph, utilizado neste estudo como padrdo para genes
de dioxigenases aromaticas, a temperatura de melting média foi de 88,42°C, e a eficiéncia de

amplificagio foi de 99,9% com um valor de R>>0,99 (Figuras 4.18 ¢ 4.19).
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Figura 4.18 - Curva de Melting da reagio para confirmago da amplificagio especifica do fragmento do gene de
dioxigenases aromaticas das amostras de TPI e carvao pirogénico e do clone de biblioteca contendo o gene

funcional bph utilizado na padronizagéo
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Figura 4.19 - Curva de amplificag@o padrio e quantificacdo de genes de dioxigenases aromaticas para as
amostras de solo TPI e carvao pirogénico. Os valores de Cts (cycle threshold) obtidos na reagdo foram utilizados
para normalizag@o dos dados. Pontos em vermelho: curva padrio a partir de clone de biblioteca contendo o gene

funcional bph; pontos em azul: amostas de solos TPI e carvdo pirogénico analisadas neste estudo

A PCR quantitativa em tempo real permitiu a quantificacdo do gene ribossomal
bacteriano 16S rRNA em amostras de solo e carvao de diferentes sitios de Terra Preta, além
da quantificagdo do gene catabolico de dioxigenases aromaticas nas amostras analisadas. O

nimero de copias do gene ribossomal em amostras tanto de TPI quanto de carvao foi
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praticamente o mesmo para todos os sitios, sendo que o Caldeirdo sob cultivo agricola e

também sob capoeira apresentou as menores quantidades desse gene em relacao aos demais.

De modo geral, foi possivel verificar maior nimero de copias de genes catabdlicos nas
amostras de carvao pirogénico quando comparadas ao solo dos seus sitios de origem (Figura
4.20). O sitio que apresentou maior nimero de copias do gene ribossomal 16S por grama de
solo e por grama de carvdo foi o Hatahara, com 8,50x10° e 13,0x10® copias de genes,
respectivamente. Em relagdo as dioxigenases aromaticas, o sitio Caldeirdo-Cultivado
apresentou maior namero de copias do gene por grama de solo TPI (7,20x10°%). Para o carvio
pirogénico, o sitio Caldeirdo-Capoeira demonstrou ter mais copias de genes funcionais em
relacdo as outras amostras analisadas, com 3,40)(106 copias, seguido do Balbina, com

2,70x10° genes / g de carvio.
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Figura 4.20 — Grafico com a quantificacdo (abundancia relativa) dos genes 16S rRNA e dioxigenases aromaticas
nas amostras de solo TPI e carvdo dos cinco sitios (indicados no eixo horizontal) analisados por PCR em tempo

real. Eixo vertical: escala logaritmica (copias do gene g'). Barra de erros representa o erro padrio (n=3)

A aplicacdo da PCR quantitativa em tempo real ¢ uma ferramenta importante e util
para detectar e monitorar genes envolvidos em processos metabolicos no solo. Nesse
contexto, ¢ essencial ndo somente obter informagdo quantitativa sobre funcgdes catabolicas
especificas, mas também ser capaz de relacionar esta informacdo com a filogenia e a biologia

das populagdes microbianas correspondentes. Ao invés de monitorar um unico genotipo, o
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foco deste tipo de andlise ¢ a deteccao de certas fungdes biologicas realizadas por grupos

microbianos especificos (FUTAMATA et al., 2001; BALDWIN et al., 2003).

Neste estudo, a PCR quantitativa em tempo real indicou que os sitios do Caldeirao,
sob cultivo agricola e sob capoeira, apresentaram maior nimero de copias do gene catabdlico
em solos TPI e carvdo pirogénico, respectivamente. Conforme descrito anteriormente, as
Terras Pretas apresentam elevado grau de resiliéncia da fertilidade (GLASER et al., 2001), e
esse fenomeno pode estar diretamente relacionado as comunidades funcionais, principalmente
as populagdes microbianas envolvidas na ciclagem de carbono e nitrogénio (TAKETANI;

TSAL, 2010).

Dentro de cada sitio analisado houve diferengas significativas entre o ntimero de
copias do gene catabolico presente nos solos TPI e no carvao pirogénico. Os sitios Caldeirao-
Cultivado e Hatahara apresentaram maior numero de copias do gene funcional nos solos TPI
em relagdo as amostras de carvao pirogénico, a exce¢ao dos demais, indicando que apesar do
processo similar de formag¢do antrépica das TPI, as comunidades microbianas funcionais sdo
fortemente influenciadas pelos distintos sistemas de uso da terra e a cobertura vegetal.
Somam-se a isso fatores edaficos e as diferentes épocas de ocupagdo das polulagdes
indigenas, com a consequente formacao do carvao pirogénico presente nestes solos, onde os
horizontes antrépicos sdao mais recentes, por exemplo, em relacdo aos solos do Costa do

Acutuba.

Os resultados apresentados neste estudo sobre a diversidade de genes funcionais nas
Terras Pretas da Amazonia produziram informagdo importante acerca do papel da
comunidade bacteriana em processos metabodlicos relacionados a fertilidade destes solos, e
reforcam a necessidade de futuros estudos sobre os fatores que afetam e controlam a
diversidade e a fun¢do de grupos microbianos relacionados a processos de biodegradagdo e
biotransforma¢dao no ambiente. Da mesma forma, os dados permitiram elucidar o papel do
carvao pirogénico na sobrevivéncia de populagdes funcionalmente ativas e,

consequentemente, na manutenc¢do da diversidade bioldgica de solos tropicais no Brasil.

4.3 Conclusodes

Niveis apropriados de matéria organica e da ciclagem bioldgica de nutrientes sdo

cruciais para o sucesso da manuten¢do da fertilidade de qualquer solo nos tropicos umidos. O
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manejo adequado, que inclui, entre outras praticas, a rotagdo com culturas de coberturas, a
compostagem e a adicdo de adubos organicos, tem sido utilizado com sucesso, fornecendo
nutrientes para as culturas por meio da ciclagem rapida de material orginico através da
biomassa microbiana e, consequentemente, ajudando a reter por mais tempo os fertilizantes

minerais aplicados ao solo.

Os beneficios deste manejo adequado possuem, entretanto, curta durabilidade
especialmente nos tropicos, uma vez que as taxas de decomposi¢do sdo muito elevadas e o
material organico adicionado ¢ usualmente mineralizado para CO, ap6s poucos ciclos de
cultivo e, desse modo, a adi¢do de fertilizantes organicos deve ser realizada a cada ano de

modo a sustentar a produtividade do solo.

As Terras Pretas de Indio da Amazonia sio solos antropicos criados pelas populagdes
indigenas entre 500 e 2500 anos atrés. Estes solos possuem elevadas concentracdes de
carbono organico, e a elevada fertilidade permanece constante mesmo apos anos de abandono
pelas populacdes que produziram as TPI. O carvdo pirogénico consiste em uma forma de
material organico altamente aromatico, com concentragdes de C entre 70 e 80%, e a presenca
deste material em solos tropicais pode constituir uma forma alternativa de manejo da

fertilidade.

Este estudo analisou cinco sitios de TPI na Amazonia Central em relagdo a
variabilidade de populagdes bacterianas funcionais contendo genes para degradacdo de
compostos aromadticos. Para inferir o papel do carvdo pirogénico na manutencdo da
diversidade destes solos, o DNA total da comunidade microbiana do carvdo foi analisado

separadamente, através de técnicas de pirosequenciamento e PCR quantitativo.

Para o pirosequenciamento, o comprimento dos produtos de PCR nao devem ser mutio
longos para nao reduzir a eficiéncia da reagdo. Desse modo, a regido do gene selecionada para
este estudo (aproximadamente 500 pb) ¢ constituida de sitios conservados para o
reconhecimento dos primers, além de possuir tamanho suficiente e ser funcionalmente
importante, por conferir a especificidade da enzima ao substrato. A mesma regido génica foi
utilizada com sucesso na PCR quantitativa, com o objetivo de avaliar o papel das populagdes

funcionalmente ativas em solos TPI, com elevada quantidade de carvao pirogénico.

Através da técnica de pirosequenciamento foi gerada uma grande quantidade de dados

para as amostras de TPI e carvao pirogénico e, como resultado, as quase 22 mil sequéncias
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analisadas ficaram reunidas em aproximadamente 2800 clusters, onde mais de 98% ficou
composto por sequéncias descritas unicamente neste estudo, representando uma diversidade

ainda ndo reportada para genes catabolicos bacterianos em solos TPI.

Foram encontradas diferengas nas proporgdes dos clusters que incluiram as sequéncias
exclusivas deste estudo entre os cinco sitios de TPI analisados. Isto sugere a enorme
complexidade de dioxigenases ambientais, principalmente em solos tropicais, que ficaram
reunidas em diferentes combinagdes entre os clusters classificados como novos (i) em cada

sitio.

Da mesma forma, o nimero de copias de genes de dioxigenases em amostras de
carvao, determinada por PCR quantitativo, foi frequentemente maior em relacdo aos solos
TPI, confirmando o papel do carvao pirogénico na manuten¢ao da diversidade microbiana e,

consequentemente, na sustentagao da qualidade bioldgica destes solos antropicos.

As interagdes do carvdo pirogénico com micro-organismos do solo sdo muito
complexas. De um lado, a diversidade microbiana do solo e o tamanho das populacdes, bem
como a composi¢do e atividades especificas, podem ser afetadas pela quantidade e o tipo de
carvao presente ou adicionado ao solo. Por outro lado, os micro-organismos sdo capazes de
alterar diretamente as propriedades do carvao pirogénico. Ambas as intera¢des influenciam de
modo significativo a ciclagem de nutrientes no solo e, consequentemente, a disponibilidade de

nutrientes para as plantas.

O efeito de grandes quantidades de carvao pirogénico nas comunidades microbianas
funcionais ¢ dificil de determinar, considerando que o carvao constitui uma forma de carbono
altamente recalcitrante e microbiologicamente inerte. Mas por este mesmo motivo, a presenga
de carvao nos solos TPI pode ser responsavel pela formacao de micro-habitats estaveis, que
suportam a sobrevivéncia de micro-organismos envolvidos em processos enzimaticos
fundamentais no solo. Nesse contexto, o carvao pirogénico pode servir como elemento de
recuperagdo de ambientes degradados, agindo como condicionador do solo, ¢ como forma
alternativa de manejo de solos agricolas no Brasil, melhorando as caracteristicas bioldgicas do

ambiente.

As abordagens metagenomicas baseadas em genes especificos, como utilizado neste
estudo, podem revelar muito mais informacdo sobre as sequéncias ambientais. Embora os

genes funcionais oferecam menor conservagdo entre as sequéncias em relacdo a marcadores
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filogenéticos, como os genes ribossomais, analises que incluem técnicas combinadas em
abordagens integradas podem prover uma melhor compreensdo da biologia envolvida na

diversidade de genes em ambientes antrdpicos, como as Terras Pretas de Indio da Amazoénia.
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