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Diversidade microbiana dos solos de Terra Preta de indio e de Terra
Mulata da Amazonia Ocidental

Resumo

A Amazbnia caracteriza-se por apresentar dois ecossistemas principais,
0s inundaveis e os ndo-inundaveis, sendo que este engloba a terra firme onde
encontra-se 0s sitios arqueoldgicos antropogénicos originados pela acao
humana de povos pré-colombianos da Amazénia. Este solo é rico em matéria
organica e com alto teor de nutrientes, o que proporciona um habitat favoravel
a comunidade microbiana, podendo ou nao demonstrar uma imensa
diversidade microbiana em ambientes naturais que ainda encontra-se por ser
desvendada, e a utilizacdo de sequiéncias do gene 16S rRNA diretamente
nestes ambientes tem tornado possivel estimar essa diversidade. Diante disto,
0 objetivo deste trabalho foi construir quatro bibliotecas 16S rRNA de solos de
Terra Preta de Indio (TPBact e TPArch) e Adjacente (TABact e TAArch),
visando comparar a biodiversidade do Dominio Bacteria e do Dominio Archaea
entre estes dois tipos de solos. Foram selecionados 960 clones para o Dominio
Bacteria e 672 clones para o Dominio Archaea e foram comparados usando 0s
bancos de dados do NCBI (BLAST) e RDP-Il. Os resultados mostraram o
predominio de microrganismos desconhecidos e ou ndo-cultivados
representando 38% em TPBact, 58% em TABact, 52% em TPArch e 49% em
TAArch. Os Filos encontrados para as bibliotecas do Dominio Bacteria foram:
Acidobacteria (20% em TPBact e 11% TABact); Nitrospira (8% TPBact e 1%
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em TABact); Firmicutes (7% TPBact e 3% TABact); Actinobacteria e
Alphaproteobacteria (5% TPBact e 4% TABact); Proteobacteria (5% TPBact e
2% TABact); Sphigobacteria (2% TPBact e 5% TABact) e por fim, 4% de
Gammaproteobacteria em ambas as bibliotecas. Para o Dominio Archaea
foram encontrados apenas dois Filos, Crenarcheota (40% TPArch e 46%
TAArch) e Euryarcheota (8% TPArch e 5% TAArch). De um modo geral, os
valores obtidos pelos indices de Simpson e Shannon para a biblioteca do
Dominio Bacteria de Terra Preta e Mulata, nos mostraram uma maior
diversidade netes solos, enquanto isso ndo ocorre para as bibliotecas de
Archaea, talvez porque estas ultimas sejam pouco descritas na literatura. Este
trabalho visou contribuir com o conhecimento sobre a diversidade do Dominio
Bacteria, com sua grande diversidade de Filos, e do Dominio Archaea, um
grupo que ainda precisa ser mais estudado, principalmente nos solos
amazodnicos, com sua importancia ecoldgica e biotecnolégica.

Palavras chaves: Terra Preta de indio, Terra Mulata, Dominio Bactéria,
Dominio Archaea, 16S rRNA

Microbial diversity of soils of the Dark Earths and soil Mulata the Western
Amazon.

Abstract

The Amazon is characterized primarily by having two major ecosystems, the
flooding and no flooding, which is covering the land where it is anthropogenic
archaeological sites caused by human action from pre-Columbian peoples of
Amazon, rich in organic matter with high nutrient content, which provides a
favorable habitat for microbial community can or can’t shows vast diversity of
microbial populations in natural environments and until this moment was not
disclosure and make use of sequences of 16S rRNA gene directly from the
environment has be possible to estimate this diversity. Facing this, the objective
of this study was to construct four libraries 16S rRNA from soils Anthropogenic
Dark Earth (TPBact e TPArch) and adjacente soil (TABact e TAArch), to
compare biodiversity of Bacteria Domain and Archaea Domain between these
two environments. Were selected 960 clones to Bacteria Domain and 672
clones to Archaea Domain and were compared using databases of Genbank
(NCI-USA) and RDP-Il program. Data analyses indicated prodominace of
microoganims unknown from 38% among the sequences from TPBact, 58%
from TABact, and 52% from TPArch and 49% from TAArch. The phylum
founded for libraries to Domain Bacteria was: Acidobacteria (20% TPBact and

32



11% TABact); Nitrospira (8% TPBact and 1% TABact); Firmicutes (7% TPBact
and 3% TABact); Actinobacteria and Alphaproteobacteria (5% TPBact and 4%
TABact); Proteobacteria (5% TPBact and 2% TABact); Sphigobacteria (2%
TPBact and 5% TABact) and 4% Gammaproteobacteria in both libraries. For
Archeae Domain were found just two phylum, Crenarcheota (40% TPArch and
46% TAArch) e Euryarcheota (8% TPArch and 5% TAArch). Overall values
obtaind from Simpson and shannon indexes for library Bacteria Domain of Dark
Earth and Mulata showed greater diversity in this soil, while it doesn’t occur to
Archaea libraries, perhaps because they are poorly described in literature. This
study aimed to contribute with knowledge about variety of Bacteria Domain, with
great diversity of Filos and Archaea Domain, a group still needs to be further
studied, mainly in Amazonian soil, with its ecological significance and
biotechnological

Keys-words: Dark Earth, Mulata soil , Domain Bactéria, Domain Archaea, 16S
rRNA

1. Introducao

1.1. Solos de Terra Firme

A extensdo total aproximada da Floresta Amazénica é de 5,5 milhdes de
km?2, e a area da bacia hidrografica amazénica com sete milhées de km? (incluindo
a bacia dos rios Araguaia e Tocantins). Este ecossistema distribui-se mais ou
menos da seguinte forma, dentro e fora do territério nacional: 60% no Brasil e 0
restante pela Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru,
Suriname e Venezuela.

A Floresta Amazénica € auto-sustentavel, pois possui diferentes mecanismos
de manutengcdo para a obtengcdo de nutrientes necessarios para seu

desenvolvimento (FRANKEN et al., 1985). A camada superfical da floresta pode
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exibir consideravel heterogeneidade espacial e temporal na distribuicdo de
populacdes microbianas (THIES e SUZUKI, 2003).

Na floresta de terra firme da Amazé6nia Central, a maior producéo de liteira
fina se da no periodo menos chuvoso, de junho a outubro, enquanto que a maior
parte da decomposicdo ocorre durante a estacdo chuvosa (LUIZAO e
SCHUBART, 1987). As folhas, que representam 70% do total da liteira, sdo de
rapida decomposicéo. A liteira fina produzida cada ano (8,25 t/ha), proporciona
uma entrada de 3.880 kg de carbono, 151 kg de nitrogénio, 3 kg de fosforo, 16 kg
de enxofre, 15 kg de potassio, 37 kg de célcio, 14 kg de magnésio e 9 kg de sddio,
para o solo de uma floresta de platd sobre Latossolo Amarelo (LUIZAO, 1989).
Além dEsses elementos quimicos, geralmente considerados como nutrientes para
as plantas, a floresta cicla uma quantidade significativa de outros elementos da
liteira, nutrientes ou nao, principalmente de silicio e de aluminio, mostrando,
entdo, uma forte relagdo entre a atividade biolégica e a composicdo mineral dos
solos da floresta de terra firme (LUCAS et al., 1993).

O solo de terra firme sob floresta primaria, devido a sua pobreza em
nutrientes, bem como sua baixa capacidade de troca catibnica, atua apenas
promovendo uma resisténcia a lixiviagdo dos nutrientes, suficiente para que os
mesmos sejam eficientemente assimilados pela vegetagdo. No solo, a fragao
liquida é denominada de solugdo do solo, e existe uma constante e complexa
interacdo entre ela e a fragdo solida (reservatério de ions); e quando a planta
retira ions da solugdo do solo, sua concentracao pode variar com o tempo de
maneira diferente para cada nutriente e para cada condicdo ambiental especial, e
por isso, a sua determinacdo é dificil e apenas valores médios aproximados

podem ser obtidos (REICHARDT, 1996).
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Nos ecossistemas amazoénicos, durante a época seca, 0S microrganismos
(principalmente fungos e bactérias) atuam em grande numero na liteira em
decomposicao, a fim de garantir a incorporacao dos elementos minerais no perfil
do solo. Rizdbios, fungos micorrizicos e solubilizadores de fosfato sdo outros
microrganismos do solo que tém indicado sua importancia nos ecossistemas de
terra firme, inclusive com aumentos significativos no desenvolvimento das plantas
(FARIAS e OLIVEIRA, 1994). A fertilidade natural da maioria dos solos
amazodnicos diminui de forma acentuada quando € retirada sua cobertura vegetal
(PEREIRA et al., 2000). Considerando que a ciclagem de nutrientes, praticamente
fechada, assegura a manutencdo da floresta de terra firme, a remocao das
arvores e a substituicdo de floresta por pastagens ou outras atividades agricolas
leva a diminuicdo de nutrientes do compartimento biomassa, transferindo-os

temporariamente ao solo (FERREIRA et al.,2006).

1.2. Solo de Terra Preta Antropogénica (TPA) ou Terra Preta de indio
(TPI)

A Amazbnia possui solos, em sua grande maioria, denominados de
Latossolos amarelos e Argissolos, que sao considerados solos escassos em
nutrientes, com elevada acidez e com uma capacidade de troca catiénica baixa
(SANTOS, 1987), tendo entéo, seu uso limitado na producéo agricola de um modo
geral, além disso, representam 74,4% dos solos da regiao.

Entretanto, na Regido Amazénica, sdo encontradas manchas de solo de cor
escura e altamente fértil, denominadas de Solo de Terra Preta Antropogénica
(TPA) ou Terra Preta de indio (TPI), podendo cobrir pelo menos 0,3% da Floresta
Amazobnica (SAMBROEK et al., 2003). As éareas, onde comumente a TPA é

encontrada, sdo compostas de latossolo, podizéis, podizélicos e terra roxa
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estruturada (SMITH, 1980), e normalmente se localizam em terra firme, proximas
as margens de rios, em locais bem drenados.

As TPAs estdo amplamente distribuidas em varios paises da América Latina,
como Colémbia, Peru, Venezuela, Guianas (KERN et al, 2003), e ocorrem
manchas isoladas e de diferentes dimensdes em toda a Regiao Amazénica
(FALESI et al., 1997), ocupando areas que podem chegar até 3 hectares, mas ja
houve indicios de sitios que mediam mais de 100 hectares, localizado na Estacao
Cientifica Ferreira Pena - Floresta Nacional de Caxiuana, no Estado do Para. Mas
apesar de todos esses indicios de sitios arqueoldgicos, ainda ndo se tem um
mapeamento correto da localizacdo da TPA em toda a extensdo da regido
(SMITH, 1980).

A Terra Preta de indio (TPI) tem essa denominagéo porque é encontrada em
sitios arqueoldgicos, onde viveram grupos pré-histéricos (KERN e COSTA, 1997).
Por isso, ha grande quantidade de material deixado por esses grupos indigenas,
como fragmentos ceramicos, carvao e artefatos liticos (de pedra) distribuidos na
matriz dos horizontes superficiais do solo (Figura 1) (FALEZI, 2001).
Normalmente, o material arqueolégico é bem diversificado, 0 que leva a crer que

grupos culturais distintos habitaram um mesmo local.
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Figura 1 - Perfil do solo de Terra Preta de indio mostrando
os fragmentos de ceramica e artefatos liticos
(indicado pela seta vermelha).

A TPI pode ser identificada por sua cor escura, resultado da concentragao de
substancias organicas depositadas no solo que apresentam altos teores de calcio,
carbono, magnésio, manganés, fésforo e zinco, elementos que tornam a terra fértil
(SOMBROEK, 1966; KERN e KAEMPF, 1989; KERN, 1997). Este solo apresenta
o pH em torno de 5 e uma grande quantidade de matéria organica, que pode
chegar a ser 6 vezes maior em relacdo aos solos adjacentes (GLASER et al.,
2001; LIMA et al., 2002), e possui baixa saturacao de aluminio e ferro (KERN e
KAEMPF, 1989).

Normalmente, possui até 60 cm de espessura vertical (Figura 1), mas
podendo chegar até 2 metros de profundidade (SMITH, 1980). E denominado da
seguinte forma: Horizonte A1, Horizonte A2, Horizonte AB, Horizonte BA e
Horizonte B, sendo as camadas A e AB mais férteis e antropizadas. Nao existem
diferencas na fertilidade da TPA em relacdo a superficie de solos sob cultivo
agricola, aparentemente, este solo forma ecossistemas préprios e quase
inesgotaveis, mesmo sob condicbes adversas, como o clima, lixiviagdo, entre
outros (PABST, 1991; GLASER et al., 2001). Por estas razdes, 0s mesmos sao
amplamente utilizados por pequenos agricultores de mandioca, banana, milho,
pois hd menos gastos com insumos e fertilizantes, e continuam obtendo uma alta
produtividade (SMITH, 2000).

Os solos executam varias fungdes que, direta ou indiretamente, sustentam a
populacdo humana do mundo. Eles possuem uma importancia vital na produgao

de alimentos e como reservatorios de agua. No aspecto global, os solos atuam,
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por exemplo, estocando grande parte do carbono do planeta (duas vezes mais o
que existe na atmosfera), tamponando e filtrando grande parte dos poluentes, e
também como os principais mediadores dos ciclos biogeoquimicos (O’'DONNELL
e GORRES, 1999).

A estrutura do solo depende da associacdo entre as particulas minerais
(areia, silte, argila) e matéria organica, no qual agregados de diferentes tamanhos
e estabilidade sdo formados. A organizacao estrutural das particulas do solo
produz um habitat espacialmente heterogéneo para o0s microrganismos
caracterizados por diferentes substratos, nutrientes, concentracdo de oxigénio,
conteudo de agua e valores de pH (LADD et al., 1996). O estado agregado do solo
cria poros na matriz permitindo a existéncia de ar e agua essenciais as suas
funcdes biologicas. Sessistsch et al. (2001) demonstraram que nao apenas a
biomassa, mas também a estrutura da comunidade é significativamente afetada
pelo tamanho da particula do solo e que as fracdes de argila (0,1 - 2 ym) e de silte
(2 - 63 ym) possuem a maior diversidade microbiana. Essa estrutura também
determina, por exemplo, com que facilidade as plantas poderao extrair agua e a
taxa de difusdo de compostos para dentro e para fora da matriz (YOUNG e
CRAWFORD, 2004).

As TPls formam microecossistemas proprios, que ndo se esgotam
rapidamente, mesmo em condi¢des tropicais em que estdo expostas ou sob uso
agricola. A elevada fertilidade, e principalmente, a sustentabilidade desses solos
séo devido a elevado indice de matéria organica, bem como, de suas peculiares
propriedades fisico-quimicas. Uma proporcao significativa do carbono organico
nas TPIs, aproximadamente 45%, esta sob forma de carvao pirogénico (GLASER

et al., 2000), que é altamente resistente a oxidacao termal e quimica (WOLBACH,
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1989; SKUEMSTAD et al.,, 1996). Mesmo que esse carbono sofra degradacéo
natural (BIRD et al., 1999), a sua incorporacdo no solo se torna de suma
importancia para o sequestro de carbono, sendo um dos fatores que propiciam
maior fertilidade (NOACK, 2000).

Existem varias hip6teses sobre a formacdo da TPA, uma das mais
conhecidas seria as de eventos geoldgicos, como as cinzas de origem vulcanicas,
a decomposicdo de rochas vulcanizadas ou a partir de sedimentos depositados
nos fundos de lagos ja extintos (FALESI, 1972). Outra hipbtese refere-se a
formacdo da incorporagéo intencional de nutrientes ao solo através de praticas de
manejo, como queimadas. A proposi¢cao mais aceita € que teriam sido formadas
pelo homem pré-histérico, entretanto, de forma n&o intencional (WOODS;
MacCANN, 2001).

A existéncia de Terra Preta em grande quantidade na Bacia Amazbnica
fornece forte evidéncia de que as populagbes indigenas eram numerosas e
assentadas, particularmente ao longo dos rios (SMITH, 1980). Nesses locais,
acumulavam-se residuos de origem vegetal (folhas, cascas sementes, entre
outros) e de origem animal (0ossos, sangue, gordura, fezes, carapagas, conchas,
entre outros), além de uma grande quantidade de cinzas e residuos de fogueiras
(carvao vegetal). Como resultado dos residuos orgénicos acumulados nesses
assentamentos, formou-se um material organico estavel em microescossistemas
préprios, que ainda hoje se auto-sustentam e nao conseguem se decompor, por
isso ndo se exaurem facilmente (DENEVAN, 1976; SMITH, 1998; LEHMANN,
2002).

Nem todas as bactérias encontradas no solo sao legitimamente teluricas, ou

seja, residentes naturais do solo. Existem também aquelas -classificadas
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ecologicamente como residentes facultativas, pois sdo dependentes de substratos
especificos presentes em determinados solos. Essas bactérias entram e
proliferam-se no solo junto com excrementos, detritos vegetais e até mesmo
cadaveres de animais (DROZDOWICZ, 1997).

Os microrganismos do solo sdao de importancia fundamental para a
manutencao da fertilidade do solo (O’NEILL e al., 2006) e a presenca de matéria
orgéanica estavel propicia uma intensa atividade microbiana, e isto indica que a
TPA pode ser uma fonte de germoplasma microbiano (TSAI et al., 2003).

Ainda sao escassas as informacdes sobre a diversidade microbiana, bem
como estudos sobre a funcdo especifica dEsses organismos no solo e a
contribuicdo desta biodiversidade para a manutencao da fertilidade sustentavel,
pois a maioria dos estudos voltados para a TPA € de aspecto geoldgico e
antropoldgico. Faltam ainda estudos e pesquisas mais especificas para desvendar
a diversidade de bactérias, arquéias e fungos presentes nesse solo, e suas
respectivas funcbes pra manter a estrutura do mesmo.

Os resultados do presente trabalho visaram contribuir com o
conhecimento sobre a diversidade bacteriana em Solo de Terra Preta de indio
e Terra Mulata, para a compreensao das fungdes exercidas pelas comunidades
microbianas no solo e o conhecimento de suas interagdes com outros
componentes da biodiversidade, além de beneficios econémicos e
estratégicos, como a descoberta de microrganismos potencialmente

exploraveis em processos biotecnologicos.
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1.3. Solo de Terra Mulata (TM)

Geralmente, os solos de Terra Preta sao circundados por uma larga faixa de
solos denominados de Terra Mulata (TM) e conhecidos como solos “transicionais”,
pois estao localizados entre a propriedade da aldeia dos sitios de TPA e os solos
inalterados da floresta. As TMs foram descritas por Sombroek (1996) em Belterra,
na Regido de Santarém, no Estado do Para (McCANN, 1999), porém, pouco se
conhece desse solo, apenas suas caracteristicas fisico-quimicas.

Esses solos possuem cor escura, marrom acinzentadas em seus horizontes
superiores (Figura 2) (KERN et al., 2003). Além disso, possuem baixos teores de
fosforo, poucos indicios de artefatos e ceramicas, e sdo constituidos de altos
indices de matéria organica, comparados aos solos presentes na floresta (KERN
et al., 2003).

Alguns autores, como Sombroek (1966) e McCann (1999), consideram as
TMs como areas pré-colombianas, onde o aumento da matéria orgénica do solo e
da fertilidade mineral da propriedade indigena ocorreu de forma acidental. Assim,
as areas de TM devem ser o resultado da aplicacdo intencional de estrume
humano ou animal, restos de conchas de moluscos trituradas, permitindo um tipo
de horticultura semi-permanente de producéo de alimento, uma vez que uma parte
do solo da floresta tem sido vigorosamente removida com machados e queimadas

subsequentes.
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Horizonte A

Figura 2 - Perfil do Solo de Terra Mulata, indicando o
Horizonte A, com uma maior quantidade de matéria
organica, e os outros horizontes com maior presenca
de latossolo

1.4. Diversidade Microbiana do Solo

Os microrganismos estdo inseridos em um grupo taxonémico que abrange
variados organismos unicelulares presentes nos ambientes mais diversos.
Ocorrem em praticamente todos os ambientes do planeta, até mesmo em regides
completamente extremas, e possuem uma simplicidade morfolégica e grande
variabilidade genética e metabdlica, o que contribuiu, portanto, para se tornarem
aptos evolutivamente, se desenvolverem em qualquer habitat e em variadas
condicbes, como extremos de temperatura, salinidade e pH (BARNS et al., 1994;
MOISSL et al., 2002).

Os procariotos estdo divididos taxomonicamente em Archaea e Bacteria e
compdéem a maior parcela da biota terrestre, sendo que em sua grande maioria,
ocupam a superficie terrestre, e aproximadamente 3% ocorrem na agua oceanica
(LAMBAIS et al., 2005).

O conceito de espécies para o estudo de diversidade de procariotos ainda

néo foi completamente estabelecido, aumentando a complexidade e dificuldade de
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se estudar tais organismos (ROSSELO-MOURA, 2001; GEVERS et al., 2005).
Além disso, a transferéncia horizontal que ocorre entre bactérias permite aumentar
significativamente a troca genética entre esses organismos, trazendo profundas
mudancas evolutivas (COHAN, 2002), dificultando a denominacao pela ciéncia de
caracteristicas especificas necessérias a classificacao de espécies em procariotos
(LAMMEL, 2007).

Os microrganismos fazem parte do solo de maneira indissocidvel, sendo
responsaveis por inumeras reagdes bioquimicas relacionadas ndo s6 com a
transformacédo da matéria organica, mas também com o intemperismo das rochas.
Assim, os microrganismos desempenham papel fundamental na génese do solo
que incluem: a mineralizagdo de matéria organica, ciclagem de nutrientes e
energia (RICE et al., 1996; TIMONEN et al., 1996; YAO, 2000; O'DONNEL et al.,
2001), fixacdo de nitrogénio atmosférico (MELO, 1998), decomposicdo de
xenobiodticos (MELO e AZEVEDO, 1998; MOREIRA, 2006), producado de
compostos responsaveis pela agregacao de particulas do solo com melhoria de
sua estrutura (TISDALL, 1982; DODD et al, 2000; GLOVER, 2000), atuando,
portanto, como fonte de nutrientes para o crescimento das plantas (EHLERS,
1999; AMBROSANO et al., 2000; DAROLT, 2000).

Os microrganismos do solo, também chamados coletivamente de microbiota,
sao representados por cinco grandes grupos: bactérias, virus, fungos, algas e
protozoarios. Apesar de constituirem somente 1 a 4% do carbono total e
ocuparem menos de 5% do espaco poroso do solo, a diversidade e a quantidade
dos microrganismos € bastante elevada. Os componentes microbianos vivos do
solo sao também denominados de biomassa microbiana, e as bactérias e fungos

respondem por cerca de 90% da atividade microbiana do solo, entretanto, como o
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solo € normalmente um ambiente estressante e limitado por nutrientes, somente
15 a 30% das bactérias e 10% dos fungos encontra-se em estado ativo
(CATTELAN e VIDOR, 1990; RUEDELL, 1995).

Os microrganismos existentes no solo sdo partes fundamentais para o
equilibrio de ecossistemas, no processo de fragmentacdo e na decomposicao de
matéria organica, na disponibilizacdo de nutrientes do solo. Essas atividades séo
resultantes da grande diversidade, nas diferentes vias metabdlicas e na
adaptabilidade genética. Esses microrganismos representam uma consideravel
fracdo da biomassa da Terra (WHITMAN et al., 1998), podendo acrescentar até
10* kg de biomassa de microrganismo por hectare (BRADY e WEIL, 2002).
Apesar da abundancia, importdncia e da diversidade, a estrutura das
comunidades microbianas e a fungdo dEsses microrganismos ainda sao pouco
estudadas (KENT e TRIPLETT, 2002; WARDLE, 2004; LEININGER et al., 2006)

O que distingue o solo de outras formagdes geoldgicas é justamente a sua
atividade biolégica, devido principalmente a diversidade de microrganismos que
nele existem (VARGAS e HUNGRIA, 1997). De fato, os microrganismos
constituem uma interface biol6gica com os ambientes fisicos e quimicos da terra,
seja atuando diretamente em processos, como a mineralizagdo da matéria
organica, ou indiretamente, através de simbioses, como na fixacdo de nitrogénio
(O'DONNELL e GORRES, 1999). Novas atividades microbianas no solo tém sido
descobertas gerando novos conceitos nos ciclos do carbono, nitrogénio, ferro,
manganés e permitindo especular a existéncia de novos ciclos biogeoquimicos
(KELLER e ZENGLER, 2004).

Durante séculos, as informacdes sobre a diversidade de microrganismos

presentes no solo, ou de qualquer ambiente, eram obtidas através de cultivo em
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meio de cultura artificiais, métodos nutricionais e bioquimicos (CONN, 1909).
Porém, apéds varios ensaios, Jensen (1968) mostrou que esse tipo de cultivo nao
estava representando quantitativamente e nem qualitativamente o total da
comunidade microbiana presente em nenhum ambiente, além de ser uma
limitacdo para a avaliagdo taxonbémica e filogenética (PACE, 1997), pois esse
método nado possibilita o cultivo da maioria dos organismos presentes, 0s
microrganismos ndo-cultivaveis.

Porém, muito de todo conhecimento basico sobre os microrganismos, bem
como a descoberta de muitos antibioticos, veio da investigacdo de culturas puras
(ALEXANDER, 1977; QUAISER et al, 2003; STROHL, 2004), e os
microrganismos provenientes de cultivos puros continuam sendo importantes para
a compreensao da fisiologia, genética e ecologia microbiana (PELLERONI, 1997;
ZINDER e SALYERS, 2001).

Na ultima década, os estudos sobre a diversidade microbiana de solo tém
tido grandes avancgos devido aos estudos moleculares (TIEDJE et al., 2001), e
vém se tornando de suma importancia, pois o0s estudos sobre amostras
ambientais permaneceram por muito tempo inalterado (JOHNSON et al., 2003).
Portanto, as ferramentas moleculares baseadas em seqUéncias genéticas
reduzem as limitagdes antes existentes, revelando novos rumos para ampliar as
descobertas sobre a diversidade dos microrganismos.

As sequéncias genéticas, baseadas em genes conservados, tém sido
utiizadas para a caracterizacdo dos microrganismos nao-cultivaveis, além de
conhecer sua distribuicdo e fungbes no meio ambiente (RONDON et al., 1999).

Para os estudos de analise molecular da diversidade, sao utilizados trechos de
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DNA que sejam informativos do ponto de vista filogenético, sendo o 16S rRNA um
gene bastante utilizado (PACE, 1997).

Os estudos de amostras ambientais indicam que oS microrganismos
procarioticos representam o maior reservatério de diversidade genética do planeta
(TORSVIK, 2000). O numero total de células procariéticas na Terra é estimado em
4 - 6x10°°, representando uma quantidade de carbono celular de 350 - 550x10°
toneladas. Essa quantidade de carbono representa 60 - 100% do carbono total
estimado nas plantas. No que diz respeito ao nitrogénio (N) e fésforo (P), os
procariotos contém 85 - 130x10° toneladas e 9 - 14x10° toneladas,
respectivamente. Esses valores sdo cerca de 10 vezes maiores do que o das
plantas (WHITMAN et al., 1998).

A extrapolacao de resultados obtidos em varios estudos sugere que 1 grama
de solo contém cerca de 10 bilhdes de procariotos pertencentes a milhares de
espécies diferentes (ROSSELO-MORA e AMANN, 2001), e este nimero pode
aumentar, pois as espécies microbianas identificadas cresce a cada ano, sendo
formalmente descritos mais de 70.000 fungos, 36.000 protozoarios, 30.000 algas,
5.000 bactérias e 3.600 virus, mas esses numeros ainda estdo longe do total de
espécies microbianas, estimado em mais de 2 milhdes (ROSSELO-MORA e
AMANN, 2001). A principal razdo para o baixo numero de espécies formalmente
descritas é a necessidade de cultivo celular no processo de identificacdo dos
microrganismos, o que na grande maioria das vezes nao € possivel (PACE et al.,
1986). A perspectiva de uma vasta diversidade de microrganismos nao-cultivaveis
no solo estimulou o desenvolvimento de técnicas que permitissem o estudo

dessas comunidades microbianas independente de cultivo.
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Segundo Lambais (2005), o numero de espécies descrito vem aumentando,
e estima-se que mundialmente, 0 numero de bactérias descritas seja em torno de
4.200 espécies e no Brasil existam cerca de 450 espécies de bactérias descritas e
conhecidas (LEWINSOHN e PRADO, 2002). Pesquisas recentes mostraram a
biodiversidade microbiana em filosfera de trés espécies de arvores da Floresta
Amazbnica, sendo que uma diversidade de 95 a 671 espécies por amostra foi
encontrada (LAMBAIS et al., 2006).

Estudos sobre a diversidade bacteriana usando a técnica de T-RFLP
(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) do gene 16S rRNA em
amostras de solos de florestas subtropical e tropical mostraram uma
predominancia dos filos: Proteobacteria, Planctomycetes e Verrucomicrobia
(CHAN et al., 2006).

A caracterizacao biolégica de um solo a partir da determinacao da estrutura
populacional das suas comunidades microbianas contribuira para a elucidacéo da
origem e formacdo da TPA, e para a compreensdao do impacto sofrido nas
populacdes desses solos, das alteracdes ao longo dos anos e da sustentabilidade
dos sistemas produtivos nesses ambientes. Determinacbes da biomassa
microbiana (PARKINSON e PAUL, 1982), taxas de respiragdo do solo
(HEINEMEIER et al., 1989) e taxas de transformacao de nutrientes (HARRISON et
al.,1990) sao usadas para obter informagdes mais detalhadas nas atividades

microbianas envolvidas nos processos ecoldgicos fundamentais no solo.
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1.5. A utilizacao de DNA em estudos moleculares da biodiversidade.

O termo diversidade para a biologia € geralmente utilizado para descrever o
namero de espécies presentes em um habitat. Em termos moleculares, a
diversidade é caracterizada pelo numero de diferentes tipos de seqiéncias de
DNA encontradas no ambiente (LIESACK et al., 1997).

O uso da informagé&o contida no DNA vem sendo utilizado para estudos
filogenéticos e fitogeograficos, tendo como objetivo, a conservagdo e manejo dos
mais variados organismos. Em meados dos anos 80, surgiram varias
metodologias moleculares para a analise de diversos organismos, inclusive da
diversidade dos solos (BORNEMAN et al., 1997).

O uso de marcadores moleculares para investigar a estrutura e a diversidade
de comunidades microbianas tem possibilitado o desenvolvimento de uma nova
metodologia no estudo dos aspectos caracteristicos da ecologia desses
microrganismos (WARD et al., 1992). Um marcador molecular confiavel para
analises filogenéticas deve possuir as seguintes caracteristicas: ser distribuido
universalmente; ser estrutural e funcionalmente homaélogo; permitir o alinhamento
das seqliéncias e as mudancas nas sequiéncias devem ocorrer proporcionalmente
a distancia evolucionaria. Desse modo, os marcadores moleculares atuam como
relégios moleculares, que pode ser definido como uma molécula cuja seqiéncia
muda aleatoriamente com o tempo, segundo uma velocidade constante de
mudanca (nucleotideos por milhdo de anos). Baseados no produto, tempo versus
velocidade de mudanga, pode-se determinar a relacédo filogenética entre duas
seqUéncias de organismos diferentes provindas de um ancestral comum

(WOOSE, 1987).

48



Em 1965, Zuckerkandl e Pauling anteviram o futuro dos estudos em filogenia
e evolucdo usando a comparagao de sequéncias de proteinas para inferir as
relagdes evolutivas entre organismos. Considerando-se que existe um grande
namero de seqléncias de um dado tamanho ou composicdo, as similaridades
entre as seqléncias indicam uma origem comum das proteinas ou genes
correspondentes e podem ser usadas para a reconstrucdo da genealogia
molecular (LUDWING e SCHLEIFER, 1994).

Com o advento das modernas técnicas de seqlenciamento genético
(SANGER et al., 1977), ndo apenas as proteinas, mas também muitos genes
passaram a ser utilizados como marcadores moleculares. Lloyd e Sharp (1993)
utilizaram sequéncias do gene recA de 25 espécies para estabelecer relagbes
filogenéticas entre elas. Mollet et al. (1997) utilizaram a sequéncia do gene rpoB,
que codifica para a subunidade  da RNA polimerase, com a mesma finalidade.
Rosado et al. (1998) estudaram a variabilidade das sequUéncias do gene nifH em
amostras de solo e no género Paenibacillus sp.

Entretanto, a morfologia, fisiologia bacteriana e muitas outras propriedades
ndao sao informativas o suficiente para serem utilizadas como marcadores
filogenéticos, e geralmente ocorre agrupamentos de microrganismos que sao
essencialmente diferentes (PACE, 1997).

Uma outra técnica muito utilizada é do gene 16S rRNA, que revolucionou o
campo da ecologia microbiana e, com seu uso, € possivel investigar e determinar
posicoes filogenéticas de comunidades bacterianas do meio ambiente
(HENTSCHEL et al., 2002).

Estudos com o gene 16S rRNA iniciaram com o microbiologista americano

Carl Woese, que anunciou este gene como um excelente marcador molecular
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para estudos filogenéticos (ATLAS e BARTHA, 1998), pois possuiam dominios
altamente conservados e intercalado por sequéncias variaveis (HEAD et al., 1998)

O RNA ribossomal esta entre as macromoléculas mais conservadas durante
a evolucdo nos seres vivos, e possui um papel funcional de processamento
codificante de informagdes que deve ter sido estabelecido nas primeiras formas de
vidas ancestrais comum de bactéria, arquéia e eucarioto. Devido as unidades
funcionais em grandes porcées dos genes rRNA serem bem conservadas, suas
seqléncias podem ser usadas para medir distancias filogenéticas, mesmo entre
microrganismos mais distintamente relacionados.

As variagbes nas sequUéncias nucleotidicas mostram os indicios de
mudancgas evolucionarias (ATLAS e BARTHA, 1998), o que pode ajudar na
avaliacdo da diversidade de amostras ambientais e na deteccao e quantificagao
de populacgdes especificas (WEISBURG et al., 1991; HEAD et al., 1998).

O gene 16S rRNA é uma das moléculas que compde, juntamente com outras
21 proteinas, a subunidade menor do ribossomo nos Dominios Archaea e
Bacteria. Sua estrutura secundaria possui pareamentos diferentes do proposto por
Watson-Crick (A-U e C-G) e vérias hélices oriundas do pareamento intra-cadeia
que sao numeradas a partir da extremidade 5' da molécula (WOESE et al., 1983).
O numero total de hélices e sua localizacdo sao caracteristicas usadas para
separar grupos filogenéticos (Figura 3) (DAMS et al., 1988). O 16S rRNA possui
também 9 regides varidveis, alternadas com regides conservadas, denominadas
de V1 a V9. Estas regides podem ser utilizadas para determinagédo de filogenia,
juntamente com as regides das hélices (WOESE et al., 1983; DAMS et al., 1988).

Areas variaveis podem ser usadas para estudar as relacées evolutivas entre dois
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organismos muito préximos, jA as areas conservadas, podem ser usadas para
revelar relagdes antigas entre duas moléculas.

Baseado no modelo da estrutura secundaria do 16S rRNA de E. coli, Van der
Peer et al. (1996) determinaram um mapa de substituicdo para cada base
nitrogenada da molécula (Figura 3). A variabilidade de cada sitio nucleotidico é
definida como sua taxa evolutiva relativa a média da taxa evolutiva de todos os
sitios nucleotidicos da molécula. Assim os autores demonstraram que os sitios
mais variaveis possuem uma taxa de substituicdo até sete mil vezes maior do que
aqueles com a menor taxa de substituicao e também que existem bases em certas

posicoes que sdo absolutamente conservadas entre diferentes filos bacterianos.
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Figura 3 - Mapa de substituicdo de nucleotideos do 16s rRNA proposto
por Van der Peer et al. (1996): nucleotideos estdo divididos
em grupos de variabilidade crescente sendo as bases em
vermelho as mais varidveis, e as em preto as menos
variaveis. Posicbes absolutamente conservadas sao
apresentadas em roxo. Molécula apresentada no sentido 5’
(seta amarela) — 3’ (seta roxa)
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1. 6. Biblioteca 16S rRNA de solos amazoOnicos

Segundo TORSVIK et al. (1990), citado por THIES e SUZUKI (2003), as
Terras Pretas de indio podem apresentar alguns bilhdes de microrganismos por
grama de solo, representados por centenas de diferentes espécies. Entretanto, os
estudos sobre a microbiologia dEsses solos ainda sdo muito escassos, apesar da
importancia dos mesmos na pedogénese e, certamente, na sustentabilidade dos
ecossistemas terrestres.

BATISTA et al. (2004) isolaram e identificaram fungos e bactérias de
Latossolo Amarelo e de Terra Preta de indio, em diferentes localidades no Estado
do Para. O estudo da diversidade microbiana apresenta muitos obstaculos, como
as dimensdes microscopicas dos objetos de analise, descricbes taxondmicas
incompletas e inexisténcia de meios de isolamento e cultivo apropriados para a
maioria dos microrganismos.

Estudos na area de Ecologia Molecular Microbiana vém se desenvolvendo
desde a década de 80, utilizando diferentes técnicas para andlise das
comunidades microbianas. Isto ocorreu devido ao surgimento de metodologias
moleculares desenvolvidas nas ultimas décadas, que foram padronizadas e
adaptadas para superar as limitacbes impostas pela abordagem classica de
estudo de populagbes microbianas, evitando o isolamento e cultivo dos
microrganismos, e mudaram drasticamente a perspectiva da diversidade
microbiana (HANDELSMAN et al., 1998).

Esses estudos se tornaram possiveis devido ao desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular para a extracdo, amplificagcdo e andlise de sequéncias de
DNA diretamente dos solos, sem a necessidade de isolamento e cultivo dos

microrganismos. Varios métodos de extracao de DNA de solo ja estdo disponiveis
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na literatura (GARBEVA et al, 2004; MAZZOLA, 2004), e basicamente, eles
envolvem a ruptura das células microbianas presentes na amostra de solo,
liberando o material genético (DNA) que € posteriormente purificado tornando-o
apto para uso em reacoes de biologia molecular, como restricdo enzimatica,
amplificacdo de sequéncias especificas pela Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR), hibridizag&o, entre outros. A clonagem e o sequenciamento do gene 16S
rBRNA é bastante utilizado para a exploragdo da diversidade microbiana em
amostras ambientais (MUYZER, 1999).

Uma estratégia utilizada para ampliar os conhecimentos dos componentes
dessas comunidades em um ambiente é o processo de clonagem, seguido de
andlises que nos permite obter informagdes sobre a variabilidade, e também sobre
as relacdes filogenéticas, dos organismos presentes no ambiente, possibilitando a
construcéo de bibliotecas ambientais de 16S rRNA.

A clonagem de um gene consiste em inserir o DNA em um vetor (um
exemplo € o plasmideo bacteriano), e considerando que uma coldnia de bactérias
pode corresponder a multiplicagdo de uma sé célula, essa colénia constitui em um
clone. Portanto, quando se faz uma extracao de plasmideo, obtém-se entao varias
copias desse gene para outras manipulacgdes.

Essas estratégias foram adotadas como ferramenta padrao para analisar a
diversidade de muitos ambientes diferentes, revelando a descoberta de novos
grupos de organismos, nunca antes cultivados (HUGENHOLTZ et al., 1998).
Entretanto, essas metodologias ndo permitem ter acesso ao potencial metabdlico
desses novos organismos, uma vez que as etapas de isolamento e cultivo sado

suprimidas dos estudos.
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Inimeros trabalhos vém investigando sobre a posi¢ao filogenética entre os
microrganismos obtidos por cultivo e por amplificacdo direta, e o outro através da
clonagem do gene 16S rRNA utilizando-se de um vetor. Esses dois tipos de
analises misturam fragdes diferentes de comunidades bacterianas, o que
demonstra diferencas significativas entre os dois tipos de estudos, dependentes
de vérios fatores, como a complexidade do ambiente a ser examinado, e 0 mais
importante, o tamanho da biblioteca de clones de 16S rRNA (DUNBAR et al.,
1999). Além das bibliotecas de 16S rRNA, pode-se construir bibliotecas para
fungos (utiliza-se da fracao 18S rRNA).

A construgdo da biblioteca de 16S rRNA envolve varios métodos de
clonagem gendmica, usando a fragmentacdo de DNA do solo, insercao deste DNA
em um sistema de vetor apropriado e a transformagcdo de hospedeiros com o0s
vetores recombinantes. Embora pareca um processo simples, o tamanho do
genoma e um grande numero de clones sdo necessarios para uma melhor andlise
da diversidade microbiolégica presente em uma amostra de solo (HENNE et al.,
1999).

As andlises da diversidade e a comparacdo de organismos procariotos sao
baseadas em grau de similaridade entre as sequéncias 16S rRNA, as quais sao
agrupadas em OTUs (Unidades Taxondémicas Operacionais) ou filotopos (NUBEL
et al., 1999, STACH et al., 2003). As sequiéncias com similaridades maiores que
97% sao consideradas da mesma espécie, até 95% sao consideradas sendo do
mesmo género (NUBEL et al., 1999; SCHLOSS e HANDELSMAN, 2005). O uso
das OTUs é extremamente apropriado para comparar a riqueza de um dado
ambiente, quando é avaliada a sequéncia 16S de uma mesma regido (STACH et

al., 2003)
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Existem bancos de dados publicos que séo utilizados para a comparacao de
seqliéncias do gene 16S, sendo eles o “GenBank® (NCBI) e o “Ribosomal
Database Project 11I” (RDP II) (COLE, 2008). Esses bancos de dados permitem a
determinacédo das relacdes filogenéticas das sequéncias de 16S rRNA obtidas
com as sequéncias depositadas (CURY, 2006). As sequiéncias sdo alinhadas com
sequéncias gerais de rRNA através de um modelo que incorpora informacdes
sobre a estrutura secundaria da molécula aumentando a confiabilidade. O RDP
possui também um sistema de classificacdo taxonémica (“RDP Hierarchy”) que
segue a proposta do Manual de Bergey (GARRITY et al., 2004), onde os principais
niveis taxondémicos permanecem.

A maioria dos estudos realizados com TPA aborda aspectos geoldgicos e
antropoldgicos, sendo que os aspectos biolégicos, como a diversidade microbiana
do solo, ainda é pouco conhecida. S&o poucas as informacdes detalhadas e
organizadas sobre a diversidade, assim como estudos sobre o efeito de manejo
de TPAs que caracterize a fungado especifica da biodiversidade dEsses solos no
desenvolvimento de sua fertilidade sustentavel (TSAI, 2003).

A falta de informacao sobre a diversidade do solo pode ser suprida pela
metodologia da construcdo da biblioteca de 16S rRNA, pois a mesma ajuda a
esclarecer a diversidade microbiana no solo de Terra Preta de indio e Latossolo
Amarelo, bem como a possivel descricdo de novas espécies no grupo (ou
Divisdes). Por isso, esta pesquisa tem uma grande importancia para a Regiao
Amazdnica, pois tendo como objetivo estudar a diversidade microbiana em solos
de TPA e seus respectivos solos adjacentes (Terra Mulata), espera-se ter

contribuido para suprir as deficiéncias de informagbes sobre a regido, bem como,
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poder ilustrar a relacdo entre as comunidades bacterianas e de arquéias

presentes nesses solos.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo Geral

Construir bibliotecas 16S rRNA de solos de Terra Preta de indio e solo
adjacente coletados do Municipio de Presidente Figueiredo (AM), visando comparar
a biodiversidade do Dominio Bacteria e do Dominio Archaea entre Esses dois

ambientes.

3.2. Objetivos especificos

v" Extracdo de DNA dos solos de Terra Preta de indio e de solo adjacente no
Laboratério de Tecnologias de DNA do CAM / UFAM,;

v' Amplificar, clonar e sequenciar as regidées 16S do rRNA dos dominio
Bacteria e Archaea nos dois diferentes tipos de solo;

v Verificar a diversidade microbiana presente nos tipos de solos estudados;

v" Relacionar filogeneticamente as espécies bacterianas encontradas;

v" Relacionar filogeneticamente as espécies de arquéias encontradas.
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CAPITULO 1

Diversidade Bacteriana do Solo de Terra Preta de indio e Terra Mulata da
Amazonia Ocidental.

Batista-Silva, L., Jean Charles Peixoto, Spartaco Altolfi-Filho, Luciana Leomil

INTRODUCAO

O Dominio Bacteria constitui um grupo de microrganismos de ocorréncia
cosmopolita nos mais diversos habitats e apresenta uma enorme diversidade de vias
metabdlicas, reunindo organismos especializados na utilizagdo de compostos organicos
(heterotréficos e organotroficos) ou inorganicos como fonte de energia
(quimiorganotroéficos e litotréficos), e aqueles capazes de utilizar a luz como fonte de
energia no metabolismo (fototréficos) (CANHOS et al., 1999).

Estudos baseados na andlise direta da diversidade bacteriana em amostras
ambientais através de métodos moleculares, sem a etapa de isolamento e cultivo, tém
revelado um novo cenario sobre a distribuicdo de microrganismos no meio ambiente.
Os resultados indicam que alguns grupos do Dominio Bacteria apresentam distribuicao
cosmopolita, ao passo que outros, parecem estar restritos a ambientes particulares
(SCHLEGEL e JANNASCH, 1992). Alguns dos grupos filogenéticos de distribuicao
cosmopolita sdo bem descritos a partir de estudos de isolamento e cultivo, porém
outros s&o ainda pouco conhecidos/estudados ou ndo foram ainda encontrados pelo
meétodo de cultivo.

Os representantes de Proteobacteria (bactérias purpura fotossintéticas),
Cytophagales (grupo dos Bacteroides/Cytophaga/Flexibacter) e as duas divisbes de
organismos Gram-positivos de distribuicdo cosmopolita (Actinobacteria e Gram-
positivos com baixo conteudo de G+C) sdo exemplos de microrganismos cultivados

bem descritos na literatura. Ao contrario, microrganismos das Divisbes Acidobacterium,
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bactérias verdes nao-sulfurosas e Verrucomicrobia, que também apresentam
distribuicdo cosmopolita evidenciada por estudos de seqiéncias de 16S rRNA do meio
ambiente, sdo pouco representados por organismos cultivados e, consequientemente,
pouco se sabe sobre a sua biologia e propriedades em geral (Hugenholtz et al., 1998a).

Microrganismos litotréficos e as comunidades que eles suportam contribuem
significativamente para a quimica da biosfera, atuando nos ciclos biogeoquimicos e
processos de lixiviagado de rochas e formacao de solos. O metabolismo litotréfico, com
producdo de energia a partir de compostos inorganicos, tais como hidrogénio e
compostos reduzidos de ferro e enxofre, € mais amplamente distribuido entre os grupos
flogenéticos de Bacteria que as formas de metabolismo fototréfico e organotréfico
(KANDLER, 1994; PACE, 1997).

Ambientes que permitem a ocorréncia de microrganismos litotréficos, como
habitats abaixo da superficie terrestre e habitats geotermais, sdo mais prevalentes na
Terra que ambientes ricos em matéria organica. Considerando a importancia do
metabolismo litotréfico nos processos ambientais, € notavel a relativa falta de
informacgéo sobre a diversidade e biologia dEsses organismos e sobre as comunidades
que eles vivem. Um dos fatores que contribuem para a falta de conhecimento sdo as
limitacGes para o isolamento e cultivo dEsses em laboratério.

Segundo Hugenholtz et al. (1998a, b), o Dominio Bacteria compreende pelo
menos 36 divisdes, que € um termo para definir um grupo filogenético que contém duas
ou mais sequéncias de 16S rRNA monofiléticas e nao afiliadas com outros grupos
filogenéticos (HUGENHOLTZ et al., 1998a,b). Estas divisdes, no Dominio Bacteria
podem ser: as 12 divisdes baseadas principalmente em seqiéncias de 16S rRNA de
microrganismos cultivados, ja descritas por Woese (1987); as 12 provaveis novas

divisdes, descritas em estudo recente envolvendo a andlise de sequiéncias de 16S

69



rBRNA isoladas diretamente do meio ambiente (HUGENHOLTZ et al., 1998a); e as 12
linhas de descendéncia descritas em outros estudos (MAIDAK et al., 1997).

Segundo estimativas realizadas por Lewinsohn et al. (2002), existem de 300 a 450
espécies bacterianas descritas e conhecidas no Brasil, e para o ambiente mundial n&o
alcanca o numero de 4.200 espécies. Porém, esta complexa diversidade bacteriana
ainda tem que ser estudada (MARGULIS et al., 1998), e existem diversos indices para
calcular a populacao procariota, mas todos concordam em um aspecto: a diversidade
dos microrganismos de solo é gigantesca (WARD, 2003).

Atualmente, bactérias e arquéias compreendem um total de 4.167 espécies com
descricdo taxonémica valida, distribuidas em 791 géneros (http://www.dsmz.de/bactno
m/bactname.htm). A classificagéo hierarquica dos taxons no Dominio Bacteria pode ser
encontrada no site do “National Center for Biotechnology Information (NCBI) Taxonomy
Homepage (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/tax.html).

A Figura 1 mostra as divisdes alocadas no Dominio Bacteria, de acordo com a
classificacao filogenética construida com base na comparacao de sequiéncias do 16S
rBRNA. Os estudos filogenéticos, até o momento, ndo foram capazes de resolver a
ordem das ramificagdes das divisdbes no Dominio Bacteria. A diversidade bacteriana é
vista como uma radiagdo de diferentes grupos filogenéticos, representados pelas
divisdes, a exceg¢do da divisao Aquificales, que ramifica-se mais profundamente nas

arvores filogenéticas na maioria dos estudos (Hugenholtz et al., 1998a,b).
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Figura 01 - Arvore Filogenética do Dominio Bacteria proposta por Hungenholtz

et al. (1998b): a arvore apresenta 36 Filos bacterianos. Setas
preenchidas indicam filos com representantes cultivados; e setas nédo
preenchidas indicam filos compostos por individuos nao-cultivados. A
barra de escala representa 0,1 mudanca nucleotidica por posicao

Rappé e Giovannoni (2003), baseados no estudo de sequiéncias do gene 16S
rRNA amplificadas a partir do DNA total de amostras ambientais de diversos locais,
sugerem 52 filos bacterianos, porém apenas 24 filos sao reconhecidos pelo Manual de
Bergey. Isto demonstra que ainda a taxonomia de microrganismos tende a se
modificar, principalmente o solo que se apresenta dominado por pequeno numero

dEsses filos, tornando possivel o surgimento de “novas divisdes” com o surgimento de

resultados proveniente de futuros estudos (Figura 02) (GARRITY, 2004).
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Figura 02 - Arvore Filogenética do Dominio Bacteria proposta por Raapé e
Giovannoni (2003): arvore apresenta 52 filos bacterianos. Setas
preenchidas representam os 12 filos originais (bactérias Gram-
negativas foram divididas em Firmicutes e Actinobacteria, descritos por
Woese, 1987); ndo preenchidas, os filos que possuem representantes
cultivados reconhecidos desde 1987; e em cinza estdo os 26 filos
candidatos que nao possuem representantes cultivaveis conhecidos. A
barra de escala representa 0,05 mudangas nucleotidicas por posicao
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MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

Foram realizadas duas coletas de solo de Terras Pretas de indios e de solo
adjacente, no Municipio de Presidente Figueiredo (Amazénia Ocidental) no Estado
do Amazonas. A primeira coleta foi realizada na comunidade Rumo Certo a 187 Km
de Manaus. As coordenadas geograficas da area de coleta para o solo de Terra
Preta de indio (TPI) sdo 022 01’ 52,5” S - 059° 26’ 28,3" W, e da area da Terra
Mulata sao 02° 01’ 56,1” S - 059° 26’ 24,2” W. O clima da regiao é Tropical, sendo
quente e umido, com temperaturas médias entre 25°C e 35°C. A vegetacdo é
formada por Floresta Tropical, com terras acidentadas com Planicie, Vertente e

Baixio.

Coleta e Preparo das Amostras de Solo

O solo foi coletado de cada sitio na posicao horizontal com tubos policloreto
de vinila (PVC) de 5 cm de diametro (limpos com Etanol 70%), nas profundidades
de 0 - 10; 10 - 20; 20 - 30; 30 - 40 e 40 - 50 cm. De cada profundidade, foram
retiradas quatro amostras de solo com os tubos de PVC. Essas amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos de polietiieno em caixas de isopor com gelo
seco, para manter sua umidade durante o transporte e, posteriormente, foram
armazenadas em temperatura a 4°C (duas amostras de PVC) e a -20°C (outras
duas amostras). No laboratério, as amostras foram separadas em sub-amostras

para a extracdo do DNA e para analises fisico-quimicas.
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Anadlise do material para avaliar teores de macro e micro nutrientes

As determinacbGes analiticas das amostras de solo foram efetuadas no
Laboratério do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) na Universidade
de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP) sob supervisdao da Profa. Dra. Siu Mui
Tsai. As amostras do solo foram analisadas para pH, Cobre, Zinco, Manganés,
Ferro, Boro, Fésforo, Potassio, Célcio, Magnésio, Aluminio, Hidrogénio, Enxofre,
Antiménio.

Analises Fisicas do Solo — Granulometria

A separagdo dos soélidos de um solo, em diversas fragdes € o objetivo do
peneiramento. Este processo é adotado para particulas (sélidos) com diametros
maiores que 0,075mm. Este processo divide-se em peneiramento grosso, particulas
maiores que 2 mm e peneiramento fino, particulas menores que 2mm.

Para o peneiramento de um material granular, a amostra é, inicialmente,
secada em estufa e seu peso determinado. Esta amostra sera colocada na peneira
de maior abertura da série previamente escolhida e levada a um vibrador de
peneiras onde permanecera pelo tempo necessario a separacao das fragdes.

ApGs a secagem em estufa, as amostras foram colocadas em placa de petri,
coloca-se 10 mL de peréxido de hidrogénio para eliminar a matéria organica, pois a
matéria organica se liga aos outros materiais e pode alterar o teor de argila.
Tampou-se com vidro de relégio. Ficou overnight. Foi colocada entdo 10 mL de
dispersante, que ficou por 24 horas, este dispersante serve para separar as
particulas de areia, argila e silte. Apds essa etapa, as amostras sdo colocadas em
provetas de 1 litro onde as amostras ficaram decantando. Cada amostra foi colocada
em um agitador por 15 min com agua destilada. Apés a agitacdo, as amostras foram

peneiradas em uma peneira de 0,053, onde sera separada a argila, silte e areia. A
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areia vai para um aplaca de petri e colocada em estufa a 105 C por 24 hrs. O
restante do material foi para uma proveta de 1000 mL em temperatura ambiente.

Esse matéria ficou 24 hrs decantando. Apds essa etapa as amostras forma pesadas.

Extracao e Quantificacao de DNA gendomico de solo

Do material coletado, aproximadamente 0,5 g do solo homogeneizado foi
transferido para microtubos de 1,5 mL para extracao de DNA gendémico. A extragao
do DNA foi realizada utilizando o protocolo de extracéo e orientacdes do fabricante
do kit de extracdo comercial “Ultra Clean Soil DNA Purification Kit” (USA - MOBIO®
- Catélogo 12800-50). Apds a extracdo de DNA, foi realizada a sua quantificacao
pela corrida de eletroforese em gel de agarose na concentracdo 0,8% a 80 Volts,
corado com brometo de etideo (10 mg/mL) e as amostras foram visualizadas em

transiluminador em luz ultravioleta.

Amplificacao do gene 16S rRNA pela PCR

A amplificagdo do gene 16S rRNA foi realizada pelo protocolo da reagéo da
PCR, como descrito em CRUMP et al. (1999), com modificacdes, e consiste de um
volume final de 25 uL (25 mM MgCls; 2,5 mM DNTPs; 5 pmol/uL de cada iniciador;
1,25 U/pL de Tag DNA polimerase; Tampao 10X). Os iniciadores universais para o
gene 16S rRNA utilizados nesse trabalho estdo descritos a seguir:

Dominio Bacteria: CRUMP et al. (1999)

e 16Sf(5-TTG GAG AGT TTGATCCTGGCTC-3)

e 16Sr (5 -ACG TCATCC CCACCTTCCTC-3)

O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial de desnaturagdo por 2

minutos a 94°C, seguido por 25 ciclos, como se segue: desnaturacao de fitas-molde
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por 40 segundos a 94°C, pareamento dos iniciadores por 30 segundos a 58°C, e
extensao por 1 minuto a 72°C. E um ciclo final de extens&do por 5 minutos a 72°C.
Em seguida, foi realizada uma corrida das amostras pela eletroforese em gel de
agarose na concentracdo 0,8% a 80 Volts, corado com brometo de etideo (10

mg/mL) e visualizado em transiluminador em luz ultravioleta.

Clonagem do gene 16S rRNA
Purificacao dos Produtos da PCR

Os produtos da PCR foram purificados antes da ligacao do vetor de clonagem
utilizando-se o Kit “GFX PCR - DNA and Gel Band Purification KIT” (Amersham
Biosciences® - Catalogo 27-9602-01), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Essa metodologia consistiu em colocar uma coluna de GFX em um “tubo de coleta”
para cada purificacdo realizada; e acrescentou 100 uL de tampao de captura ao
produto da PCR e transferiu essa solucao a coluna GFX. O mesmo foi centrifugado
a 13.400 rpm por 30 segundos, sendo a fase liquida descartada, e em seguida, for
adicionado 200 pL do tampéao de lavagem a coluna, que foi centrifugado a 13.400
rpm por 30 segundos; novamente o liquido do tubo de coleta foi descartado e a
coluna GFX foi transferida para um microtubo novo de 1,5 mL (microtubo comum);
e 0 DNA foi eluido em 50 pyL do tampao de eluicdo (DDH.O estéril) diretamente

sobre a matriz na coluna GFX.
Sistema de Ligacao

O sistema de ligacdo foi realizado utilizando o Kit “TOPO TA Cloning for
Sequencing” (Invitrogen) como segue: 12 ng/mL do vetor; 4,0 uL do produto da PCR
purificado; 1,0 yL da solugdo de sal diluido, tendo 10 yL como volume final. Em
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seguida, a reacao foi misturada gentilmente e foi incubada por 30 minutos a

temperatura ambiente, sendo depois armazenada a -20°C.

Transformacao genética

A transformacgdo seguiu o procedimento de acordo com o fabricante do Kit
“Transforming One Shot Mach - T1 Competent Cells” (Invitrogen). Do sistema de
ligacao, 2 uL foi adicionado a 50 uL da célula competente, que foram eletroporadas
a 1.900 Volts. Apds a eletroporagéao, 1 mL de meio SOC. Foram colocada na cubeta
para eletroporacdo para a recuperacao do sistema + vetor. Essas células foram
incubadas sob agitacdo por 1 hora a 37°C, sendo em seguida, semeadas em
placas de meio Luria-Bertani (LB) com Ampicilina (200 pg/mL). As placas semeadas
foram incubadas durante 18 horas a 37°C. As coldnias brancas foram transferidas
para microplacas de 96 pocos contendo 150 uL de LB e ampicilina. Depois foram
acrescentados 50 pL de glicerol 50% em cada poco, e congelados a -80°C até a

realizacao das reacdes de seqlienciamento.

Extracao Plasmidial - Mini-prep

As colbnias brancas foram coletadas com auxilio de palitos estéreis e
transferidas pra microplaca Deep-Well com 96 pocos, comtendo 1,5 mL de meio
Circle Grow acrescido com ampicilina (100ug mL-1). A placa foi selada com filme
adesivo e cada poco foi perfurado com agulha estéril para a aeracdo da bactéria.

Os clones foram incubados sob agitagéo orbital (shaker) a 320 rpm, por 22 hrs.
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Apé6s o crescimento, foram transferidos 100 puL de células para placa estéril
contendo 100 uL de glicerol 50%. A placa foi selada e as células estocadas a -80°C.

A partir das placas armazenadas a -80°C, 240 pyL de GET foi acrescentado a
cada poc¢o, e agitada por 2 minutos (para ressuspender bem as células). Em
seguida, foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 9 minutos. As placas ficaram
invertidas em papel absorvente por 5 minutos. Foi adicionada mais 80 uL de GET
em cada poco, e agitadas por 2 minutos, para ressuspender as células. Depois, foi
adicionada em cada poc¢o de uma microplaca 1,5 yL de RNAse (10 mg/mL) e 60 ul
da suspensao de células foi transferida para a microplaca. Em cada poco, foi
adicionado 80 pyL de NaOH 0,2N / Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 1%, e as
microplacas foram incubadas durante 10 minutos em temperatura ambiente.
Depois, foi acrescentado em cada poc¢o 80 uL de KOAc 3M e misturou-se 30 vezes
por inversdo. Novamente, as microplacas foram incubadas durante 10 minutos em
temperatura ambiente, e foram centrifugadas a 4.000 rpm, durante 10 minutos, a
20°C. Previamente, foi fixada com fita adesiva, uma placa Millipore (MAGV N22) no
topo de uma microplaca de fundo em “V”. Todo o volume do sobrenadante
(evitando transferir os debris celulares) foi transferido para a placa Millipore e
centrifugadas (sem a tampa) a 4.000 rpm, durante 5 minutos e 30 segundos, a 20°C
ou até todo o volume descer para a outra placa (fundo em “V”). Apds a
centrifugagéo, a placa Millipore foi descartada. Na microplaca de fundo em “V”, foi
adicionada 100 pL de Isopropanol (Merck) e centrifugada a 4.000 rpm, durante 45
minutos, a 20°C. Depois foi adicionado 200 uL de Etanol 70% (Merck) gelado, e
centrifugada a 4.000 rpm, por 5 minutos, a 20°C. O sobrenadante foi removido e as
microplacas foram invertidas sobre papel absorvente e para retirar qualquer

resquicio de alcool, as mesmas foram centrifugadas a 900 rpm (“pulso”) a 20°C. As
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placas foram secas durante 1 hora em temperatura ambiente, e cobertas com papel
toalha. O DNA foi ressuspendido com 60 puL de DDHO, e deixado durante 18 horas

a temperatura ambiente.

Sequiénciamento do Gene 16S rRNA

A reacdo de sequienciamento consistiu do seguinte protocolo: 4,0 uL do Pré-
Mix (“DYEnamic ET Dye Terminador Cycle Sequencing Kit for Mega BACE” -
Amersham Biosciences®); 1,0 uL de cada iniciador a concentracédo de 5,0 pmol/uL;
12 ng/uL de DNA molde; 4,0 yL de DDH,O autoclavada, para um volume final de
10,0 pL. Os iniciadores utilizados foram:

e Dominio Bacteria: 16Sr (5 - ACG TCATCC CCACCTTCCTC - 3)

O perfil térmico da reacao de sequienciamento consistiu de 20 ciclos, como se
segue: desnaturacdo de fitas-molde por 3 minutos a 95°C, pareamento dos
iniciadores por 30 segundos a 95°C e extenséo por 30 segundos a 60°C. E um ciclo

final de extensao por 1 minuto e 20 segundos a 60°C.

Precipitacao do produto da reacao de sequenciamento de DNA

A precipitacao foi realizada apds a reacdo de sequenciamento para eliminar
todos os produtos que nao foram incorporados. Em cada poco foi colocado 1 uL de
acetato de aménio a 7,5 M e 27,5 uL de Etanol 100% que foi homogeneizado e
deixado durante 10 minutos em temperatura ambiente e depois, centrifugado a
4.000 rpm por 40 minutos. Apos este processo, 0 sobrenadante foi descartado por
inversao, foi adicionado 120 pL de Etanol 70%, e centrifugado a 4.000 rpm por 10

minutos. O sobrenadante foi descartado por inversao e deixado para secar por 15
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minutos em temperatura ambiente, e ressuspensas com “Loading Solution”. O
seqlenciamento foi realizado em sequenciador capilar Mega BACE (Amersham

Biosciences®), conforme recomendagées do fabricante.

Processamento e Analise das Sequiéncias

As sequéncias obtidas foram processadas para a remocao de vetor e de
seqUéncias de baixa qualidade (indice de qualidade < 20) utilizando-se os
programas “PHRED/PHRAP” (GREEN, 1996). As seqUéncias foram trimadas
usando o Programa Cross-Match. Cada sequéncia foi comparada com sequiéncias
depositadas no “GenBank® (NCBI), utilizando-se o Programa de busca avancada
“Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST - NCBI), para identificacdo das
espécies procaridticas. Apds esta comparacao, as seqiéncias foram conferidas,
alinhadas e editadas com o auxilio dos programas BioEdit 5.0.9 (HALL, 1999) e

Chromas 2.23 (http://www.techenelsium.com.au).

Andlises Filogenéticas e Estatisticas.

Para as anadlises de relagdes filogenéticas das sequiéncias de nucleotideos foi
utilizado o programa Analise Genética de Evolugdo Molecular MEGA 2.1 (KUMAR
et al., 2001), pelo método da construgdao neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987)
com algoritmos Jukes-Cantor (JUKES et al., 1969). Os ramos da arvore gerada foi
inferida pelo indice de bootstrap com 1000 replicas em cada né, onde poderao ser
visualizadas as espécies e subespécies proximamente relacionadas.

Para andlises estatisticas, foi realizada quanto ao grau de diferencas
significativas entres as sequéncias nucleotidicas, pela comparacédo de suas curvas

homologas, pelo programa DOTUR (SCHOLL et al, 2004). Nessa andlise, as
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curvas homoblogas das amostras, formadas pela relacdo entre as distancias
evolutivas e as coberturas de amostragem, foram comparadas, sendo calculadas as

diferencas entre os pontos equivalentes da curvas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Coleta e caracterizacao dos solos

As amostras de solos de Terra Preta de indio (TPI) e de Terra Multa (TM ou
ADJ) que foram utilizadas foram utilizadas para construcdo das bibliotecas foram
as profundidades 10, 20 e 30 cm, por apresentarem maior diversidade bacteriana,
conforme descrito por Tsai et al. (2003). Apds a coleta, foram realizadas as analises
quimicas e fisicas das amostras no Laboratério do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) na Universidade de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP), cujo
resultados estao descrito abaixo.

Através das analises quimicas, as amostras de TPl (tabela 1) mostraram
valores baixissimos de pH quando comparados com os solos de TM, confirmando
os valores encontrados por LIMA et al. (2002) e por FALCAO (2006). Foram
observados também altos teores de célcio (Ca) e fésforo (P), porém baixa
saturacado por aluminio, conforme descrito por KERN (1989) e LEHMANN et al.
(2002). Outra caracteristica encontrada nos solos de TPl foi o alto valor da
capacidade de troca cati6nica (CTC), quando comparados com os solos de TM.
Esses valores confirmam a elevada fertilidade dEsses solos, pois a CTC é muito
importante para a retencdo de nutrientes e de agua, sendo que o valor desta
capacidade varia com o teor e a natureza da argila, mas principalmente com o teor
de matéria organica.

As andlises fisicas (Tabela 2) mostraram que os solos de TPl e TM séao
diferentes entre si, pois o primeiro possui uma elevada quantidade de silte e argila
(o que dificultou a obtencdo de DNA mais integro, ja que o mesmo pode ficar retido
por mais tempo no solo), e o segundo demonstrou ter uma grande quantidade de

areia.
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Tabela 1 - Resultado das andlises quimicas das amostras de TPl e TM, realizadas
na Laboratorio do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) na
Universidade de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP)

Cu Zn Mn Fe B pH MO P K Ca Mg Al H S CTC
Amostra 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 5 [sat

g/dm’ | g/dm’ | g/dm’| g/dm’| g/dm’ | CaCl,| g/dm’ | g/dm’ | g/dm’| g/dm’| g/dm’| g/dm’| g/dm’ | g/dm’ | g/dm
TP1
(10) 1,6 1,6 16,8 | 49 0,52 | 4,7 55 17 0,6 54 8 2 98 7 160,6 | 3
TP1

1,7 1,1 144 | 47 043 | 4,6 50 15 0,6 38 5 4 88 8 1316 | 8
(20)
TP1

0,6 0,6 5,6 27 0,34 | 3,6 25 34 0,1 3 1 19 166 6 170,1 | 82
(30)
ADJ1

0,2 0,5 7,7 240 0,37 | 44 54 11 1,1 35 9 5 80 7 125,1 | 10
(10)
ADJ1

-1,0 -1,0 1,0 94 0,40 | 3,7 23 4 0,3 6 1 16 121 3 128,3 | 69
(20)
ADJ1

-1,0 -1,0 0,6 56 0,31 | 3,7 21 2 0,1 2 1 19 109 5 112,1 | 86
(30)
TP2
(10) 0.4 364 | 35 29 0,16 | 45 47 65 0,5 25 7 5 80 2 1125 13
TP2

0.4 464 | 2,5 26 0,13 | 4,6 40 59 0,3 24 5 3 80 3 1093 | 9
(20)
TP2

0.4 152 | 2,0 27 0,22 | 4,6 25 29 0,2 19 2 3 52 4 732 | 12
(30)
ADJ2

-1,0 0,9 1,2 153 0,22 | 35 23 8 0.4 1 1 17 80 4 824 | 88
(10)
ADJ2

-1,0 0,2 0,7 36 0,25 | 3.8 28 2 0,2 1 1 15 98 1 100,2 | 87
(20)
ADJ2
30) 0,3 13,0 | 1.9 26 0,22 | 4,6 23 22 0,2 20 2 3 52 1 742 | 12

Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: manganés; Fe: ferro; B: boro; MO: matéria organica; P: fésforo; K:
potassio; Ca: calcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; H: hidrogénio; S: sodio; CTC: capacidade de

troca cationica; Sat: saturacao

83



Tabela 2 - Resultados das andlises fisicas encontrados nas amostras
de TPl e TM, pela técnica de granulomentria

Areia Silte Argila

Amostras 2.00 - 0.05 0.05 - 0.002 <0.002 mm
mm mm

TP2 10cm 58,88 22,62 18,50
TP2 20cm 53,4 18,10 28,50
TP2 30cm 57,93 13,57 28,50
ADJ210cm 83,15 8,35 8,50
ADJ220cm 68,68 22,82 8,50
ADJ230cm 70,88 8,62 20,50

Extracao de DNA gendmico total do solo

As extragbes de DNA gendmico total dos solos foram realizadas com trés
repeticoes para cada amostra de solo, TPl e TM (ou TADJ), usando o “Kit Power
Soil DNA Isolation” (MOBIO®). O DNA das amostras de solo foi extraido foi
satisfatoria, obtendo uma boa quantidade e qualidade de DNA, como mostrado no
gel de agarose a 0,8%, (figura em anexo) além disso, foi realizada a quantificacao

dos DNA por espectrofotdmetro (Tabela 3).

Tabela 3 - Quantificacdo de DNA de cada amostra utilizada nessa pesquisa pela

leitura do espectrofotometro

DNA pNA (ug/mL) Proteina _resultado

Amostras 260/280

Ratio Final (ng/ pL)
P2 (10) %7 1.481 2.971 2239 73.15
2200 %/ 1.042 0.709 18.32 23.75
TP2(30) 3000 1.169 2216 39.31 65.55
ADJ2 (10) 06?3198/ 1.056 0.547 13.55 18.05
ADJ2 (20) 06902255/ 1.000 0.673 19.87 23.75
aps230)  G0% 1.000 0.619 18.28 21.85
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Amplificacdo e purificacdo do gene 16S rRNA

Com o DNA obtido, foram realizadas Reacbes da Polimerase em Cadeia
(PCR) com iniciadores especificos do gene 16S rRNA para os Dominios Bacteria.
Os produtos da PCR amplificados geraram fragmentos de 1.500 pb para o Dominio
Bacteria (Figura 03 e 04) apresentando assim, produto suficiente para a realizacao
das clonagens. Para minimizar a formacao de moléculas quiméricas, pois isso €
possivel quando se utiliza uma mistura de DNA gendmico de diferentes espécies
com o gene 16S rRNA (WANG e WANG, 1997), foram modificados o numero de

ciclos da PCR dos trabalhos originais, diminuindo de 30 para 25 ciclos.

As moléculas quiméricas sdo formadas por mais de uma seqiéncia de
organismos, e quando estas seqUéncias sao comparadas com os bancos de dados,
podem ser identificadas como sendo uma nova espécie ou nao-classificada,
sugerindo assim a presenca de um individuo ainda nao descrito. A principal causa
da formacdo das moléculas quiméricas € a presenca de fitas simples de DNA
terminadas prematuramente, especialmente nos ciclos finais da PCR, que re-

anelam com uma fita diferente concluindo a amplificagdo (PAABO et al., 1992).

Wang et al (1997) realizaram estudos in vitro a partir de uma mistura de DNA
gendmico de oito espécies diferentes de Actonomicetos para minimizar a formacao
das moléculas quiméricas, e observou uma taxa de formacao de 32% de moléculas
quiméricas em uma PCR de 30 ciclos, e numa reacdo com 25 ciclos, esta taxa

diminuiu para 12%.
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Figura 03 - Perfil eletroforético da amplificagdo do gene 16S rRNA para o Dominio
Archea em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de etideo. 1)
Padrdao Molecular 1 kb Plus DNA (Invitrogen); 2) Controle positivo
(amostra padrao); 3) Controle negativo; 4) Amostra de solo TP2 10 cm;
5) Amostra de solo TP2 20 cm; 6) Amostra de solo TP2 30 cm.

12.000pb

5.000pb
1.600pb

800pb

Figura 04 - Perfil eletroforético da amplificacdo do gene 16S rRNA para o
Dominio Bacteria em gel de agarose a 0,8% contendo brometo
de etideo. 1) Padrdo Molecular 1 kb Plus DNA (Invitrogen); 2)
Controle positivo (amostra padrdo); 3) Controle negativo; 4)
Amostra de solo TP2 10 cm; 5) Amostra de solo TP2 20 cm; 6)

Amostra de solo TP2 30 cm.
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Construcao das Bibliotecas 16S rRNA

Foram construidas duas bibliotecas a partir dos produtos de PCR purificados,
para o Dominio Bacteria, a qual denominamos de TPBact (referente ao solo de
Terra Preta de indio) e TABact (referente a Terra Mulata ou Adjacente).

Foram selecionados 960 clones transformantes para a biblioteca TPBact e 960
clones para TABact. Para a confirmagdo da insercdo dos fragmentos no vetor de
clonagem, foram realizadas reacdes de PCR utilizando os iniciadores especificos, e
o gene M13 foi utilizado para confirmar a presenca do fragmento de tamanho
desejado. O perfil da amplificacao foi visualizado em gel de agarose a 0,8%, corado
em brometo de etidio e visualizado em fotodocumentador com auxilio de luz

ultravioleta.

Sequenciamento parcial dos clones e Analise das seqliéncias

A extracdo do DNA plasmidial dos clones e a reacao de seqlienciamento foram
feitas em larga escala, 96 amostras por placa. Foram seqlenciados 3.264 clones,
sendo 960 clones pertencentes a cada biblioteca (TPBact e TABact)

Para esse estudo, foi realizado o sequenciamento parcial, pois 0 objetivo do
mesmo foi avaliar a diversidade e ndo realizar um estudo evolutivo, e também,
devido ao alto custo que esta metodologia exige. Por isso justifica-se a utilizacao de
um unico iniciador, e ndo os dois iniciadores que sao comumente usados. Para as
duas bibliotecas do Dominio Bacteria foi utilizado o iniciador 16S F (“forward”).

Nas analises das seqléncias realizadas pelos programas
Phred/Phrap/Consed, disponiveis no site de Bioinformatica da UFAM, foram

descartadas as sequUéncias com bases de baixa qualidade (< 20), onde se encontra
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apenas um erro em cada 100 pb lidos. No final desta analise, foram obtidas entao,

420 clones de TPBact, 405 clones de TABact (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero total de clones sequienciados e clones obtidos pertencentes
as bibliotecas: TPBact e TABact

Biblioteca Clones sequenciados Clones obtidos
TPBACT 960 420
TABACT 960 405

As sequUéncias obtidas foram comparadas com o banco gendmico no
“GenBank® do NCBI, onde foi utilizada a ferramenta BLAST, visando a
identificagdo das amostras encontradas. Para corroborar os resultados e obter
dados mais completos, as sequéncias foram analisadas no programa “Classifier”
disponivel no site RPD II. O programa apresenta os mais altos niveis taxonémicos e
segue a proposta do Manual de Bergey (Garrity et al., 2004).

Em todas as seqUiéncias comparadas utilizando o BLAST, apresentaram um
indice de similaridade que variou entre 85 a 100%, e nao foram observadas
seqUéncias ainda nao cadastradas. Porém, em alguns casos, a pontuagcdao de
confiabilidade se mostrou baixa, 0 que nos remete a idéia de serem seqiéncias de
16S rRNA n&o catalogadas no “GenBank®. Isso pode acontecer, pois a riqueza e a
diversidade bacteriana presentes nos solos é pouco explorada, necessitando de

mais estudos para a detec¢ao desses microrganismos.

Analise da diversidade das comunidades bacterianas

Para a andlise da diversidade, seja em ambiente terrestre, marinha e até
mesmo em humanos e animais, o Dominio Bacteria tem sido muito estudado.

Nesse trabalho, todas as seqiiéncias analisadas deste Dominio tiveram um indice
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acima de 95% de confianca, sendo que o maior numero de sequéncias identificadas
nas duas bibliotecas foi de organismos nao-cultivaveis (ou nao-conhecidos),
representando 38% das sequéncias em TPBact (Figura 5), e 58% em TABact
(Figura 6).

Esses achados ndo séo diferentes do que tem sido descrito na literatura, pois
em um levantamento de dados realizado por Cole et al. (2008), a partir de
sequéncias mantidas no “Ribosomal Database Project” (RDP), num total de 676.998
que foram depositadas, 643.916 foram de bactérias e 33.082 de arquéias, destas,
142.511 (21,1%) foram descritas como de microrganismos cultivaveis e 534.487
(78,9%) de amostras ambientais (ndo-cultivaveis).

O Dominio Bacteria € composto de 23 Filos determinados com base nas
sequéncias do gene 16S rRNA, sendo que alguns desses filos constituem em
poucas sequéncias de espécies, enquanto em outros Filos (Proteobacteria,
Firmicutes e Actinobacteria), ocorrem milhares de espécies que correspondem a
93% de todas que ja sao conhecidas (NUNES, 2006).

O Filo Acidobacteria foi o mais predominante nas duas bibliotecas,
representando 20% do total de seqiéncias na TPBact e 11% para TABact. Sobre os
outros Filos encontrados na TPBact, podemos destacar: Nitrospira e Firmicutes,
com frequiéncia de 8% e 7%, respectivamente: Actinobacteria, Alphaproteobacteria
e Proteobacteria (5%), Cloroflexi (3%), Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Sphigobacteria e Verrucomicrobia (2%) (Figura 05). J& na biblioteca TABact, os
Filos em destaque foram: Sphigobacteria com frequéncia de 5%, Actinobacteria,
Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria (4%), Betaproteobactera e Firmicutes
(3%); Aquaficae e Proteobacteria (2%), e por fim, Nitrospira que aparece em maior

namero na biblioteca TPBact, porém nessa apenas 1% (Figura 06).
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Resumidamente percebe-se que ha uma diferenca entre as duas bibliotecas
quanto aos Filos encontrados, mostrando que a diversidade encontrada €
consequéncia dos tipos de solos pesquisados, e o fato de algumas bactérias
estarem envolvidas ou ndo em alguns processos ecologicos ou fisiol6gicos nesses
solos, so ajuda nessa grande diversidade. Além disso, esse estudo com diversidade
envolvendo a Biologia Molecular, nos remete a questdo de como devemos explorar
mais esses microrganismos para o beneficio da Natureza e até mesmo do Homem,

bem como também pode nos auxiliar na descricdo das novas espécies.

Filos do Dominio Bactéria - Terra Preta

5%

20%

O N&o Cultivados B Firmicutes O Proteobacteria O Betaproteobacteria
B Deltaproteobacteria @ Gammaproteobacteria B Acidobacteria O Actinobacteria

B Nitrospira & Cloroflexi O Verrucomicrobia O Sphigobacteria

® Clamydea B Alphaproteobacteria

Figura 05 - Diversidade bacteriana encontrada nos clones 16s rRNA do

solo TPl com base nos dados obtidos pela comparacdo nos
bancos de dados do NCBI e RDP i
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Filos do Dominio Bactéria - Terra Mulata

1% 0%

0% 1%

1%
2%

4%

2%

4%

58%

1%

E Nao cultivadas B Firmicutes O Nitrospira O Acidobacteria

B Actinobacteria O proteobacteria B Gammaproteobacteria O Alphaproteobacteria
M Betaproteobacteria B Aquaficae O Verrumicrobia O Plancomycetacea
B Cloroflexi B Sphigobacteria B Deferribacteres B Gemmatiminadetes

Figura 06 - Diversidade bacteriana encontrada nos clones 16s rRNA no
solo TM (ou TA) com base nos dados obtidos pela comparacao
nos bancos de dados do NCBI e RDP I
A seguir, serdo descritas algumas caracteristicas desses Filos descritos nesse

trabalho, para auxiliar e esclarecer os tipos de espécies envolvidas em uma

comunidade.

Filo Acidobacteria

O filo Acidobacteria possui poucos representantes isolados e caracterizados
até o momento, e € composto de espécies acidos-tolerantes que contém em uma
Familia e Ordem, apenas 3 géneros: Acidobacterium capsulatum, Holophaga
foetida e Geotrix fermetans (GARRITY, 2001; HOLT 2001).

A. capsulatum foi o primeiro representante desse filo, sendo um organismo

heterotréfico, aerdbico e moderadamente acidéfilo (HIRASHI, 1995); H. foetida é um
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organismo anaerobico que fermentam compostos aromaticos (LIESACK et al.,
1994) e G. fermentans um organismo anaerdbico que fermentam compostos de
acetato (LONERGAN et al., 1996).

Devido ao advento da Biologia Molecular e das andlises do gene 16S rRNA,
segundo Quaiser et al. (2003), esse grupo de bactérias tem sido detectado em
varios ambientes, como: marinho, terrestre, animais, aerossoéis e fontes termais,
mas especialmente em solos, onde sao muito representativos. Muitos estudos
sugerem que os mesmos podem ter um componente ecoldgico significativo em
diversos ecossistemas (HUNGENHOLTZ et al, 1998; DUNBAR et al., 2002;
BARNS et al., 2007).

Sequéncias do gene 16S rRNA desse grupo de bactérias foram encontradas
em vérias localidades do mundo nos mais diversos tipos de solo, como por exemplo
na Asia (MITSUI et al, 1997), na Austrdlia (LIESACK, 1992), Américas
(BORNEMAN et al., 1996; TRIPLETT, 1997) e na Europa (FELSKE et al., 1998;
HACKL et al., 2004).

Corroborando com esses trabalhos, foram encontradas OTUs em abundéncia
nas duas bibliotecas de bactérias (20% TPBact e 11% TABact), demonstrando que
elas devem ter sua grande importancia ecolégica, por ser descrita em todos os
lugares do Mundo. Um dado que talvez possa justificar a alta quantidade
encontrada deste Filo na Floresta Amazdnica, € a anadlise quimica dos solos
pesquisados, pois estas bactérias podem ter preferéncia por ambientes mais
acidos, e como observado na Tabela 2, os solos de Terra Preta mostraram um pH
acido em torno de 4,0, enquanto as amostras de Terra Adjacente mostraram um pH

extremamente acido, em torno de 3,7 (KIM et al., 2007; CANNAVAN, 2008).
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Filo Proteobacteria

Os microrganismos que fazem parte desse Filo possuem um metabolismo
muito diversificado (MARGULIS, 1998; SCHWARTZ, 1998), incluindo os
autotroficos e heterotroficos, aerdbios e anaerdbios. Pela elevada diversidade
fisiologica, é o Filo predominante em ecossistemas que possuem uma grande
variedade de condicbes ambientais para o estabelecimento de populacbes de
procariotos e sua presenca foi observada nas duas bibliotecas do Dominio Bacteria,
TPBact e TABact, com um indice de 5% e 2%, respectivamente.

Esse Filo possui cinco subdivisdes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria € Gammaproteobacteria, e dentre elas, a
subdivisdo Alphaproteobacteria foi encontrada em uma maior frequéncia nas duas
bibliotecas (TPBact - de 5%; TABact - 4%), mas a subdivisdo Epsilonproteobacteria
néo foi obtida em nenhuma das bibliotecas.

Os microrganismos encontrados no grupo das Alphaproteobacteria sao
descritos principalmente no solo e em agua doce, com poucos representantes
marinhos (CHO, 2003; GIOVANNONI, 2003). Possui 11 Familias (GARRITY, 2003;
BELL; LILBURN, 2003), sendo o género Bradyrhizobium o mais conhecido e o mais
estudado, por ser uma bactéria aerdbia, Gram-negativa, e fixadora de nitrogénio
atmosférico quando associada as leguminosas. Algumas caracteristicas do solo
podem afetar a nodulacdo e/ou a fixacdo do N, de leguminosas junto a vasta
variedade de estirpes de Rhizobium (KAMICKER e BRILL, 1986), tais como
condi¢bes de baixa fertilidade do solo, elevadas doses de nitrogénio combinado, o
efeito da rizosfera, tensdo da &agua, pH, salinidade, temperatura, toxinas e

predadores (GRAHAN e TEMPLE, 1984).
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A segunda subdivisdo descrita em nosso trabalho foi a Betaproteobacteria, 2%
na biblioteca TPBact e 3% na TABact. Sdo bactérias quimioautotroficas, com
grande diversidade morfolégica e cresce com energia fornecida por compostos
inorganicos para a producdao de compostos organicos, convertem nitrogénio,
enxofre e metanol, e também sao fixadoras de nitrogénio, portanto, sdo importante
para o ciclo de nitrogénio, enxofre e carbono.

Dentro dessa subdivisdao, um numero expressivo da Ordem Burkholderia foi
encontrado nessa pesquisa, uma bactéria com amplo potencial agricola e
biotecnoldgico, promotoras de crescimento em plantas com fixacdo biolégica de
nitrogénio, além de produtores de biopolimeros (YABUUCHIN, 1992). Além disso,
ela possui um papel importante na biodegradacdao de compostos naturais, sendo
capaz de utilizar uma grande variedade de substratos (FREITAG, 2004; PROSSER,
2004).

Segundo Garrity e Holt (2001), a taxonomia da subdivisdo Deltaproteobacteria
ainda é muito dindmica e esta suscetivel a constantes reclassificagdes, mas ela é
encontrada em todos os solos ja pesquisados, e também foi descrita em nosso
trabalho, mas com pouca freqtiéncia em relacdo as outras subdivisdes (TPBact 2%
e TABact 3%), com apenas duas seqiéncias que foram classificadas na Ordem
Bdellovibrionales (Familia Bacteriovaracaceae). Nesse grupo, existem bactérias
predadoras de outras Gram-negativas (DAVIDOV, 2004; JURKEVITCH, 2004);
possui distribuigdo ubiqua na natureza, podendo ser encontrada em ambientes
como solos, rizosfera, mares, rios, biofimes e esgoto (WILLIAMS et al., 1995;
JURKEVITCH et al., 2000).

A Ultima subdivisdo a ser descrita € a Gammaproteobacteria, foi encontrada

em ambas as bibliotecas, TPBact 1% e TABact 4%, e elas sdo caracterizadas por
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serem encontradas em grande frequéncia em solos, e estdo distribuidas em 13
Ordens (GARRITY, 2001). Elas também possuem uma grande importancia médica,
pois contém as Ordens Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Pseudomonaceae.

Dentro da Familia Enterobacteriaceae, foi encontrada na biblioteca TPBact
uma sequéncia do género Serratia, bactéria Gram-negativa, facultativamente
anaerdbia e em forma de bastonete, que pode ser descrita em ambiente natural
(solo, 4gua e superficies de plantas), mas também como patégenos oportunistas
para o homem (BASILIO, 2007)

Uma outra sequéncia encontrada dentro da biblioteca TPBact, foi do género
Leogionella, onde se encontra uma bactéria associada com a contaminacgdo do ar
de interior de edificios, a Legionella pneumophila. Seu habitat pode ser fontes
luminosas, chuveiros, jacuzzis, umidificadores, e outros equipamentos de agua,
incluindo agua potavel de residéncias. Esta implicada em pneumonias com
consequéncias graves e por vezes, fatal, e tem merecido especial destaque nos
principais meios de comunicacao da Europa e outras partes do Mundo (FRANCO,
1999).

Dentro de ambas bibliotecas do Dominio Bacteria, ainda foram encontradaa
sequUéncias similares ao género Stenotrophomonas (Familia Pseudomonadaceae),
um género de bactérias Gram-negativas. Possui espécies que sao comuns no solo
(S. nitritireducens) e até espécies que sado agentes patogénicos oportunistas em
seres humanos (S. maltophilia) (PELLERONI, 1993).

Para avaliar a relacdo entre a abundancia dos grupos microbianos e as
condicoes de fertilidade do solo, Smit et al. (2001) compararam seus resultados
com dados de sequéncias do 16S rRNA da literatura. Os resultados mostraram que

em solos com alto teor de nutrientes como matéria organica, ha uma selecao
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positiva de bactérias das divisdbes Alpha e Gamma, pois sdo bactérias que
apresentam altas taxas de crescimento. No entanto, nos solos com baixo teor de
nutrientes a porcentagem de Acidobacterium foi alta, apresentando bactérias com
baixo potencial de crescimento. Por esses resultados Smit et al. (2001) sugeriram
que a razao entre Proteobacteria e Acidobacteria serve como um indicativo da
condigdo nutricional do solo. Nesse trabalho, os Filos Acidobacteria e
Proteobacteria sendo as divisbes Gamma e Alpha se mostraram mais abundantes

nas duas bibliotecas.

Filo Firmicutes

O Filo Firmicutes foi muito representado nesse trabalho e encontrado em
ambas as bibliotecas, TPBact 7% e TABact 3%. E composto por bactérias, sendo
que a maioria possui a parede celular de uma Gram-positiva, mas algumas delas
(micoplasmas) sem de paredes celulares, ndo sendo coradas pela Técnica de
Gram. Além disso, falta a elas uma segunda membrana encontrada na maioria das
bactérias Gram-negativas. Outras bactérias desse Filo, tais como Megasphaera,
Pectinatus, Selenomonas e Zymophilus possuem uma pseudomembrana exterior
porosa que as torna Gram-negativas.

Este taxon foi criado originalmente para incluir todas as bactérias Gram-
positivas, porém recentemente foi restringida a um grupo-base com formas
relacionadas como descrito em bactérias Gram-positivas, aerébias e com baixo teor
de G+C. Os microrganismos desse Filo apresentam metabolismo caracterizado por
homo e heterofermentacao, além da respiracéo (LEY et al., 2006),

Microrganismos pertencentes a esse Filo, como os géneros Bacillus e

Clostridium sao bactérias formadoras de esporos e frequentemente encontrados
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nos solos (CANHOS, 1997) e utilizam como estratégia de sobrevivéncia um
crescimento rapido quando ha nutrientes disponiveis. Somente prevalecem em
condi¢coes com grande quantidade de nutrientes e em areas com baixa competicao,
geralmente sdo encontrados em ambientes instaveis que estejam passando por
transicbes (ATLAS, 1997; BARTHA, 1997). Foram encontradas sequUéncias das
seguintes espécies: Geobacillus therdenifricans - encontrado principalmente em
ambientes quentes e em reservas de petroleo; Bacillus thuringiensis - é encontrado
nos mais diferentes ambientes e facilmente isolado (BLANC et al., 1997; NAZINA et
al., 2001); Bacillus silvestris isolado de solos de florestas da Alemanha, cultivado
em altas temperaturas e alta salinidade (HOLGE et al., 1999).

Entre estas espécies, 0 mais representativo nas duas bibliotecas (8% TPBact e
3% TABact) foi Geobacillus termodenitrificans, que ja foi isolado de solos, e € uma

bactéria termofila, anaerdbica, degradadora de nitrogénio (EZEJI, 2005).

Filo Nitrospira

O Filo Nitrospira, segundo Garrity (2001) possui apenas uma Familia, engloba
bactérias aerdbicas Gram-negativas atuantes no ciclo de nitrogénio em ambientes
aquaticos através da oxidacao de nitrato. Porém, individuos desse grupo tém sido
encontrados em amostras de solo (GU et al., 2004). Acredita-se que a atividade
deste Filo em ambientes aquéticos possa ter atividades semelhantes em amostras
de solo (FAORO, 2006).

Representantes desse Filo foi encontrada em ambas as bibliotecas, TPBact
1% e TABact 8%, sendo classificado no género Nitrospira, o qual desempenha
importante papel no ciclo do nitrogénio, realizando a oxidagédo de nitrito a nitrato.

Segundo Kin e Kin (2006), em ambientes de concentracdo elevada de nitrito, o
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género Nitrobacter é o mais abundante enquanto que em ambientes com baixa

concentragao de nitrito, 0 género mais abundante é o Nitrospira.

Filo Verrucomicrobia

Esse Filo foi proposto por Hedlund et al. (1997) e h& alguns géneros de
microrganismos cultivados, incluindo Verrucomicrobium spinosum, Prosthecobacter
spp., isolados de agua doce, linhagens de ultramicrobactérias (organismos com
aproximadamente 0,1 pm> em volume) e isoladas de solo (JANSSEN et al., 1997).

Estudos de sequéncias ambientais indicam que Verrucomicrobia, assim como
0s microrganismos Acidobacterium, sdo abundantes e amplamente distribuidos na
natureza, particularmente em solos. Estimativas para alguns representantes deste
grupo (linhagem EA25 da subdivisdo 2 de Verrucomicrobia) pela PCR, sdo da
ordem de 107 a 10° células por grama de solo, aproximadamente 1 a 10% da
contagem microbiana total (LEE et al., 1996).

Os microrganismos do Filo Verrucomicrobia sdo bactérias Gram-negativas
sensiveis a penicilina (HEDLUND et al., 1997), e representantes foram relatados em
ambientes marinhos e amostras de solo (HUGENHOLTZ et al., 1998).

No presente estudo, foram encontradas seqUéncias dessas bactérias numa
frequencia de 2% TPBact e 1% na TABact, e Esses dados corroboram com as

pesquisas realizadas por Cannavan (2008) e Kim et al. (2007).

Filo Actinobacteria
Pertencem a esse Filo, as bactérias Gram-positivas e com alto teor de G+C,
conhecidas como actinomicetos ou actinobactérias. Essas bactérias tém

organizacao filamentosa, muitas vezes ramificada, e dada sua semelhanga com
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fungos e por produzirem cadeias de esporos semelhantes a conidios, os
Actinomicetos sdo com freqUéncia erroneamente classificados como tais
(STACKEBRANDT et al., 1997).

Os Actinomicetos ocorrem amplamente no solo, mas também podem estar
distribuidos em ecossistemas aquaticos e terrestres (CHUN et al., 2000), e em
nosso trabalho nao ocorre diferente, pois a frequéncia foi alta na biblioteca TPBact
(5%) e na TABact (4%), quando comparado aos outros grupos. As bactérias deste
grupo possuem importante funcdo na decomposicdo da matéria organica e
formagdo de humus (GOODFELLOW, 1983), e por isso, sdo fundamentais para o
melhoramento do solo, e muitos sdo os representantes, como Streptomyces griseus
e Streptomyces aureofaciens. Uma das caracteristicas deste grupo, é a producao
de mais de 80 antibiético como a estreptomicina, sintetizada por S. griseus;
clorotetraciclina, sintetizada por S. aureofaciens; a terramicina, sintetizada por S.

rimosus; entre muitos outros.

Filo Gemmatimonadetes

Nesse trabalho, representantes desse Filo foram encontrados apenas na
biblioteca TABact (1%), nenhum na TPBact. Esse filo possui apenas uma espécie
isolada, a Geommatimonas aurantiaca, bactéria Gram-negativa, aerdbia e
mosofilica, encontrada em lama de um sistema de tratamento de esgoto (ZHANG et
al., 2003). Porém, ela também pode ocorrer em diversos ambientes, como lodos

industriais, sedimentos marinhos e solos (NUNES, 2006).
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Filo Cloroflexi

As bactérias desse Filo foram descritas numa frequencia de 3% na biblioteca
de TPBact e 1% na TABact. S&o também conhecidas como bactérias verdes néo-
sulfurosas, grupo constituido por organismos com amplo espectro fenotipico,
incluindo representantes cultivados com metabolismo fototréfico anodxico
(Chloroflexus spp.) e organotrofico termofilo (Herpetosiphon aurantiacus,
Sphaerobacter thermophilus e Thermomicrobium roseum). Espécies de
Chloroflexus sao metabolicamente versateis, pois podem também se desenvolver
no escuro, como organismos quimiorganotroficos, sob condicbes aerdbias. A
diversidade metabdlica desses organismos e a ocorréncia de organismos nao-
cultivados em diversos habitats, incluindo aquiferos, ambientes geotermais e
marinhos, sedimentos e solo, sugerem que esses organismos possam ter um papel
ecoldgico importante nesses ambientes, porém ainda desconhecido (SEKIGUGHI et

al., 2003; HUGENHOLTZ, 2004).

Filo Planctomycetes

Planctomycetes sdo bactérias aerdbias, encontradas em ambientes aquaticos,
apresenta apenas uma Familia (Plancomycetaceae, Ordem Plancomucetales,
Classe Plancomycetaceae) e varios géneros de importancia ambiental. Um genoma
completo de Plancomycetes (Rhodopirellula baltica) ja foi sequenciado
(GLOCKNER et al., 2003), embora encontrado em baixa freqiéncia (TABact 1%),
este grupo é considerado abundante em ambientes terrestres e marinhos
(GLOCKNER et al.,, 2003), e seus representantes participam de importantes

processos biogeoquimicos dos ciclos do C e N.
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Esses microrganismos nao apresentam peptidioglicano na parede celular,
caracteristica divergente daquelas dos microrganismos do Dominio Bacteria e
outras caracteristicas envolvendo organizagdo celular e composicao de acidos
graxos dos fosfolipideos da parede celular. As células encontram-se, muitas vezes,
aderidas a superficie de substratos pelo auxilio de estruturas celulares externas
caracteristicas, tais como: hastes, hifas ou apéndices citoplasmaticos. Além disso,
alguns podem apresentar reproducao por brotamento (GLOCKNER et al., 2003).

Esses microrganismos podem representar um ancestral dos atuais
metanogénicos do Dominio Archaea e tendo um papel importante e central nas

transformacdes do metano (CHISTOSERDOVA et al., 2004).

Estimativa de riqueza e indice de diversidade

A estimativa do valor maximo de OTUs em um nivel filogenético pode ser feita
utilizando-se métodos estatisticos capazes de extrapolar a relagdo de OTUs em
funcdo do numero de seqliiéncias a partir da curva de rarefacdo ou de métodos nao-
parametricos. Nesse trabalho, a riqueza de filotipos foi verificada pelo método de
rarefacdo ao nivel de 97% de similaridade e pelos métodos nao-parameétricos de
estimativa ACE e CHAO1. As curvas de rarefacao resultantes foram ascendentes
para ambas as biblioteca, porém nao atingiu um platé. (Figuras 07 e 08). Esses
resultados mostram que o numero de sequéncias do gene 16S rRNA para o
Dominio ndo foi o suficiente para mostrar a riqueza destas comunidades, ou talvez
pelo fato de que a maioria das seqiéncias serem somente classificadas a nivel de
Filo, pelos dois bancos de dados, BLAST/NCBI e RDP-Il, porém as duas curvas se
mostram relativamente parecidas, sendo que na Biblioteca houve uma leve

diferenciacdo a apirtir de 100 sequéncias analisadas.
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Tabela 5 - Estimativas de riquezas de OTUs (Unidades Taxondmicas Operacionais)
e indices de diversidade calculados a partir da bibliotecas de 16S rRNA

do Dominios Bacteria dos solos de Terra Preta de indio e Terra Mulata

Biblioteca |ACE Chao I Jackknife Bootstrap |Simpsom Shannon

TPBact 629,4 |429.,4 436,6 156,5 0,0259 4,286
TABact |248,1 |257,6 284,5 167,3 0,0102 4,608

Os calculos da estimativa de riqueza de espécies pelos métodos nao-
paramétricos de ACE e Chaol, mostram uma diferenga entre as bibliotecas.
Estimativas de rigueza baseadas em Chao 1 utilizam o niumero de espécies que
ocorrem uma ou poucas vezes, para estimar o numero de espécies desconhecidas.
A informagdo de espécies desconhecidas é principalmente concentrada em
espécies de baixa frequéncia (CHAO, 1984; SHEN; CHAO; LIN, 2003; CHAO;
SHEN; HWANG, 2006). Enquanto o estimador baseado na cobertura de abundéncia
(ACE) separa as espécies observadas em grupos de espécies raras e abundantes,
e somente utiliza o grupo de espécies raras para estimar o numero de espécies

desconhecidas (CHAQO; LEE, 1992; CHAO; MA; YANG, 1993).

O numero de espécies detectadas em uma amostra, ou o numero de
organismos identificados dentro de um dado nivel taxonédmico, € fortemente afetado
pelo numero de seqiéncias analisadas (JASEN, 2006; SCHLOSS; HANDELSMAN,
2006). A utilizacao de bibliotecas de clones 16S rRNA pode nao representar
totalmente as comunidades microbianas dos solos, pelo fato dos bancos de dados
ainda serem limitados, e pela dificuldade da taxominia dos procariotos ainda nao ser
totalmente definida (CURY, 2006). Ainda, estimativas de riqueza de espécies
bacterianas em solos apontam para uma diversidade elevada, aumentando a

necessidade de um maior esforco amostral para uma completa caracterizagdo desta
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diversidade (CURTIS; SLOAN; SCANNELL, 2002; ROESCH et al 2007; TORSVIK:

GOKSOYR: DAAE, 1990).

Os valores obtidos com o indice de diversidade de Simpson revelaram maior
diversidade de OTUs na biblioteca construida com o solo de Terra Preta de indio
(TPBact) ao comparar com os valores obtidos nas bibliotecas TABact (Tabela 5). Ja
0s resultados para o indice de Shannon mostraram um indice elevado para as
bibliotecas construidas com o solo de Terra Mulata ou Adjacente (TABact).

Os valores obtidos pelos indices de Simpsom e Shannon para a biblioteca do
Dominio Bacteria de Terra Preta e Mulata, corroboram com o trabalho realizado por
KIM et al. (2007), que encontraram uma maior diversidade ao utilizarem os indices
de Simpson (0,015) e Shannon (5,2) em solos de Terra Preta. Esses indices
empregam independentes aproxima¢ées matematicas para medida de diversidade.
O indice de Shannon considera a riqueza ou numeros diferentes de espécies
encontradas em diferentes areas, considerando ainda, a equitabilidade ou igualdade
da distribuicdo de individuos, o que torna uma boa medida representatativa da
diversidade de um solo (MAGURRAN, 1988; ODUM, 1983; PINTO-COELHO, 2000).
Desta maneira, o indice evidencia o peso das espécies raras ou de baixa freqiéncia
encontradas em cada area. Espécies ndo dominantes e espécies raras podem em
alguns casos, exercer uma forga controladora no ecossistema, com papeis chaves
na funcionalidade do mesmo (PINTO-COELHO, 2000). Para o indice de Simpson, o
calculo da maior peso as espécies mais abundantes, e a adicao das espécies raras
praticamente ndo causam mudancas significativas no valor encontrado para o
mesmo (MARGURRAN, 1988; ODUM, 1983; PINTO-COELHO, 2000).

As estimativas realizadas pelo Bootstrap, foram similares aos valores de

diversidade obtidos pelos indices de Simpsom e Shannon, pois tal relacdo encontra-
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se no fato deste estimador basear-se em sub-amostragens do conjunto de OTUs
utilizado para o célculo destas medidas de diversidade das bibliotecas. O estimador
Jackknife de riqueza de OTUs revelou uma relagédo diferente, onde a biblioteca
provenientes da Terra Preta de indio (TPBact) se mostra mais elevada. Uma
explicacdo pode ser pelo fato deste resultado mostrar apenas as OTUs unicas
presentes para o célculo empregado pelo Jackknife. Uma maior probabilidade de
ocorréncia de OTUs unicas empregadas pelo estimador de Jackknife é revelada

pela maior freqiéncia de filotipos nas bibliotecas de Terra Preta.
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Analises Filogenéticas.

Devido aos altos indices de sequéncias de organismos ndo cultivados e/ou
ndo classificados nos solos estudados, nesse trabalho, foram feitas anadlises
flogenéticas utilizando o programa MEGA 4.0. Tais andlises ndo tinham como
objetivo realizar a classificacédo filogenética e evolutiva dos microrganismos, mas
apenas auxiliar o agrupamento das sequéncias ditas nao-classificas em relagdo aos
Filos que possam pertencer ou se aproximar filogeneticamente. Esse tipo de
informacdo de sequenciamento da subunidade 16S rRNA n&o é suficiente para
caracterizar as comunidades de microrganismos desconhecidos em nivel de género
ou espécie, precisa-se de mais informacdes sobre analises fisioldégicas e
morfologicas pelo cultivo em meio de cultura (GARRITY et al., 2004), entretanto,
essa classificacdo possibilitou observar diferencas entre as comunidades.

Para estas analises, o modelo de arvore filogenética foi de neighbor-joing, no
qual a arvore com a menor soma total de raos é procurada (CAVALLI-SFORZA e
EDWARDS, 1967; SAITOU e IMANISHI, 1989). Baseada sob uma perspectiva
probabilistica em um modelo de evolucao, e escolhe o caminho “menos tortuoso”,
ou seja, aquele que necessita de um menor niumero de pressupostos. Seu principio
fundamental esta na idéia de que os eventos de substituicbes independentes,
gerando condigdes finais iguais devem ser vistos como menos provaveis e,
portanto, devem ser minimizados (JIN e NEI, 1990; NEI et al., 2000).

A arvore filogenética pertencente a biblioteca TPbact ,mostrou uma divisdo em
04 Clusters principais, onde os filos descritos se separam nitidamente, houveram
cluster onde somente as amostras nomeadas pelos bancos de dados se agrupam
entre sim, mas sempre proximo ao clado irmdo de um dos filos. Ja na arvore

flogenética da biblioteca TABact, mostrou uma divisdao em 5 clusters principals.
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Onde também os filos ficaram nitidamente separados. Em ambas as analises com
inferéncia do booststrap, mostrou-se um alto indice de confianca.

Essa relacdo mostra a intengdo de tentar inserir os organismos nao
classificados, pois somente com o sequenciamento completo do gene 16S rRNA, ou
do seu genoma completo, alem de analises de Microbiologia Classica que envolve o
isolamento, e testes bioquimicos, é que se pode descrever Esses individuos como
sendo organismos de uma nova espécie. Para uma melhor inferéncia, foi usada uma
seqiéncia do  dominio  Archaea como grupo externo  (Figuras

09,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19)
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TRBACTCOSEacillus thuringiensis Firmicut
TRBACTCOSnaocultivada(naoclassificada)
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L—— TPBACTFOZnaocultivadalnaoclassificada)
TPBACTBOSuncultured Sphingobacteriales(S
—— TPBACTHOSnaocultivadalnaoclassificada)
ﬁ{ TRPBACTGOSuncultured Sphingobacteriales b
100L— TPBACTGORuncultured Persephonella spifgu
TPEACTEDZnaocultivada(naoclassificada)
100 100 TPEACTH11Uncultured pratechacterium (pra
’7 1E|E TPEACTG11Uncultured alpha protecbacteriu
100

TPEBACTG1 1nao cultivada (nacclassificada)

100]

Figura 09 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes ao Filo
Aquificales, Sphigobacteria, Firmicutes, Proteobacteria, Gammaproteobacteria
obtidos com sequiéncias parciais do gene 16S rRNA (5'-3’) do solo de Terra Preta de
Indio. A matriz de distdncia e o método de construcdo foram calculados pelo
algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 10 -

L— TPBACTFOSuncultured Sphingobacteriales |

Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes ao Filo

Aquificales, Alphaproteobacteria, Sphigobacteria, Cloroflexi, Firmicutes, obtidos com
sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5-3’) so solo de Terra Preta de Indio. A
matriz de distancia e o método de construgdo foram calculados pelo algoritimo
“Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 11 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Gammaproteobacteria, Proteobacteria, Sphigobacteria. obtidos com sequéncias
parciais do gene 16S rRNA (5-3’) so solo de Terra Preta de Indio. A matriz de
distancia e o0 método de construcao foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor”

e “Neighbor-Joing” com “bootstrap’

"de 1000 replicas.
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Figura 12 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Acidobacteria, Nitrospira, Verrucomicrobia. Obtidos com sequéncias parciais do
gene 16S rRNA (5-3’) so solo de Terra Preta de Indio. A matriz de distancia e o
método de construcdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-
Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 13 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Nitrospira,
Deltaproteobacteria Obtidos com seqléncias parciais do gene 16S rRNA (5'-3’) so
solo de Terra Preta de Indio. A matriz de distancia e o método de construcao foram
calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de
1000 replicas. Com grupo externo do Dominio Archaea.

Cloroflexi,

Acidobacteria,

Firmicutes, Verrucomicrobia,
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Figura 14 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Betaproteobacteria, Proteobacteria, Sphigobacteria e Firmicutes. obtidos com
sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5°-3’) so solo de Terra Mulata. A matriz de
distancia e o método de construcao foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor”

e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 15 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Proteobacteria, Proteobacteria, Sphigobacteria e Aquificales. obtidos com
sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5’-3’) do solo de Terra Mulata. A matriz de
distancia e o método de construcao foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor”

e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 16 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos

Gammaproteobacteria, Cloroflexi.

Obtidos com sequéncias parciais do gene 16S

rRNA (5°-3’) so solo de Terra Mulata. A matriz de distancia e o método de construcao

foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap”

de 1000 replicas.
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Figura 17 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos

Proteobacteria,

Sphigobacteria, Gammaproteobacteria, Aquificales,

Alphaproteobacteria. Obtidos com sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5-3’) do

solo de Terra Mulata. A matriz de distdncia e o método de construcdo foram

calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de

1000 replicas.
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Figura 18 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Proteobacteria, Sphigobacteria, Alphaproteobacteria, Aquificales. Obtidos com
seqUéncias parciais do gene 16S rRNA (5°-3’) so solo de Terra Mulata. A matriz de
distancia e o método de construcao foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor”
e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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Figura 19 - Dendograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Proteobacteria, = Sphigobacteria,  Gammaptoteobacteria,  Alphaproteobacteria,
Aquificales. Obtidos com sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5’-3’) so solo de
Terra Mulata. A matriz de distancia e o método de construcao foram calculados pelo
algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 replicas.
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CONCLUSOES

Com a construcdo de bibliotecas de clones 16S rRNA a partir de solos e
posterior andlise comparativa das sequiéncias usando os bancos de dados do NCBI
(BLAST) e RDP-Il, determinou-se a estrutura das comunidades bacterianas
prevalentes nas amostras dos solos, que possibilitou a identificacdo dos filos
predominantes, sendo que os microrganismos desconhecidos e ou nao-cultivados

representam 38% das sequiéncias em TPBact e 58% em TABact.

O Filo mais predominante nos dois solos pesquisados nesse trabalho foi o da
Acidobacteria, representando 20% do total de sequiéncias na TPBact e 11% na

TABact.

Os outros Filos encontrados na biblioteca TPBact onde se destacam: Nitrospira
e Firmicutes, com freqliéncia de 8% e 7%, respectivamente; Actinobacteria,
Alphaproteobacteria e Proteobacteria (5%); Cloroflexi (3%); Betaproteobacteria,

Deltaproteobacteria, Sphigobacteria e Verrucomicrobia (2%).

Na biblioteca TABact, os Filos em destaque foram: Sphigobacteria com
freqUéncia de 5%;, Actinobacteria Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria (4%),
Betaproteobactera e Firmicutes (3%); Aquaficae e Proteobacteria (2%); e por fim,

Nitrospira 1%.

Destaca-se o Filo Actinobacteria, que foi encontrada em ambas as bibliotecas,

possuem um grande potencial biotecnoldgico, pois o género Streptomyces € um
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grande produtor de amtibioticos. Ja foram produzidos mais de 80 tipos de antibi6ticos

apartir desse género, sendo o principal a estreptomicina.

A estimativa da riqgueza de OTUs pelo Bootstrap corrobora diretamente com os
valores de diversidade obtidos pelos indices de Simpson e Shannon. De um modo
geral, uma maior probabilidade de ocorréncia de OTUs unicas empregadas pelo
estimador Jackknife se correlacionou com uma maior freqliéncia de baixos
percentuais de filotipos nas bibliotecas. Os valores obtidos com os métodos néo-
parameétricos ACE e Chao1 para a estimativa da riqueza de OTUs corroboram com

os valores obtidos com o estimador Jackknife.

Um desafio € a entender a relagédo entre a diversidade dos microrganismos do
solo, com a sustentabilidade da fertilidade do solo e a producao agricola, e os efeitos
ambientais, como emissao de gases de efeito estufa e sequiestro de carbono, bem

como, com o ciclo de nitrogénio e as bactérias denitrificantes.
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CAPITULO 2

Diversidade do Dominio Archaea do solo de Terra Preta de indio e Terra Mulata
da Amazonia Ocidental.

Batista-Silva, L., Spartaco Astolfi Filho, Luciana Leomil

INTRODUCAO

Uma importante parte da vida na Terra foi descrita cerca de 30 anos atras,
vinda de ambientes muito extremos de pH, temperatura, presséo e salinidade, sendo
terrestres ou aquaticos (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001). A partir de 1990, as
arquéias foram inseridas na &rvore da vida através de estudos com genes
ribossomais, além de proteinas estruturais, sendo entdo classificadas como um
terceiro Dominio (WOESE et al., 1990). Entre os trés grandes Dominios da vida, os
membros do Dominio Archaea sdo os menos compreendidos em termos da sua
diversidade, fisiologia, genética e ecologia. Ele se encontra dividido em trés Filos,
Euryarchaeota, Crenarchaeota e Korarchaeota, e estdo presentes em varios
ambientes naturais (Figura 01) (BARNS et al., 1996; BANO et al., 2004).

As arquéias ndo sao apenas diferentes por residirem em lugares extremos,
mas por existirem de forma abundante, principalmente em ambientes marinhos,
como as profundezas dos oceanos. Sua predominancia no plancton marinho aponta
para um elemento crucial e ainda pouco conhecido no papel dos ciclos
biogeoquimicos do Planeta (KARNER et al., 2001; LOPEZ-GARCIA et al., 2001).
Além disso, incluem microrganismos capazes de realizar a metanogénese (producao
de metano a partir de H, e COy), e por esta razdo, se tornaram o objeto central de

estudos da Paleobiologia (SCHLEPER et al., 2005).
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Figura 01 - Arvore filogenética do Dominio Archaea, dividida em 3 Filos:
Euryarchaeota, Crenarchaeota e Korarchaeota. Este ultimo
ainda nao possui representantes isolados, apenas sequiéncias
genéticas do gene 16S rRNA (adaptado de Madigan et al.,
2003 - Brock Biology of Microorganisms)

O Dominio Archaea possui as formas de vida mais antigas, e fésseis foram
datados em cerca de 3,5 milhdes de anos (BROCKS et al., 1999). Além disso, foram
encontrados tracos de lipideos detectados desde a Era Pré-cambriana, com cerca
de 2,7 milhdes de anos, que até entdo, foi descrito somente em eucariotos
(CHAPPE et al., 1982). Os tracos mais antigos desses lipidos (isoprenos) tém
origem no distrito de Isua, na Groelandia ocidental, que inclui sedimentos formados
ha mais de 3,8 milhdes de anos e que sdo os mais antigos na Terra (HAHN, 1986).

A ampla semelhanca entre os Dominios (Archaea, Eucarya e Bacteria) vem
sendo demonstrada através de estudos genéticos, porém cada um tem suas
estruturas e fungdes proprias que nao sado compartilhadas. O Dominio Archaea
possui semelhancas entre os outros dois Dominios, com o Eucarya, mantém tracos

ancestrais, enquanto se derivou bastante do Dominio Bacteria. E possivel que o

ultimo ancestral comum das bactérias e das arquéias seja um termdfilo, o que

127



levanta a possibilidade de que as temperaturas menores sdo "ambientes extremos"
para as arquéias, e microrganismos que vivem em ambientes mais frios, apareceram
mais tarde na Terra (WOESE, 1998; FORTERRE e PHILIPPE, 1999; GRIBALDO e
PHILIPPE, 2002).

Gupta (1998) propde um modelo, onde os Dominios Archaea e Eukarya podem
ser considerados como do Dominio Bacteria modificada, e prevé a possibilidade de
que membros de um Dominio possam dar origem a outro Dominio. Isto exige
especificamente que ocorra um episodio de evolugao acelerada no ramo do Dominio
ou no ancestral em comum (GUPTA 1998; CAVALIER-SMITH, 2002).

A relacédo entre os Dominios Archaea e Eucarya é um problema importante,
pois ainda n&o se encontrou uma ramificagao bem resolvida, isto ocorre, pois muitas
arvores genéticas aproximam os dois grupos quanto as semelhancas na estrutura
celular e funcdo. Algumas analises sugerem uma maior relagcdo entre o Dominio
Eucarya e o Filo Euryarchaeota, do que ocorre entre esse Filo e o Filo
Crenarchaeota (LAKE, 1988). No entanto, YUTIN (2008) acredita que genes de
arquéias descritos em eucariotos, sejam a prova de que esses Dominios tenham um
ancestral comum, e isto pode ter ocorrido por transferéncia horizontal de arquéias
dos Filos Crenarchaeota e Euryarchaeota para um hipotético ancestral de eucarioto.

A descoberta de genes parecidos com os de arquéias, em certas bactérias
como Thermotoga maritima, torna estas relacoes dificeis de determinar, uma vez
que a transferéncia horizontal de genes ocorre a todo momento entre o0s
microrganismos (NELSON et al.,1999).

Estudos de filogenia molecular vém mostrando que as populagcées ambientais
de arquéias sao diversas e complexas, e freqientemente, apresentam espécies

ainda nao identificadas e/ou nao-cultivadas, pois é dificil de cultiva-las diretamente
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dos ambientes. Contudo, o conhecimento das caracteristicas filogenéticas das
comunidades de arquéias presentes em um ambiente natural, pode fornecer
informagdes importantes sobre as funcdes fisiolégicas e de seu papel ecolégico
(TAKAI et al., 2001).

Como Esses microrganismos foram primeiramente isolados de ambientes
extremos, por muito tempo ndo foram considerados importantes para a ecologia de
comunidades de diferentes ambientes (BINTRIM et al., 1997), mas o interesse pela
ecologia dEsses organismos comeg¢ou a aumentar a partir do isolamento de
arquéias nos mais diversos ambientes, como o ambiente marinho (DeLONG, 1992;
MASSANA et al., 1997), solos (MATSUGUCHI, 1995; TREUSCH et al., 2004) e
sedimentos de agua doce (MacGREGOR et al., 1997). Embora Esses organismos
sejam muito estudados, existem apenas 32 genomas completamente seqlenciados
do Dominio Archaea, um numero bem inferior ao Dominio Bacteria, com 554

genomas completos

MATERIAL E METODOS

Area de Estudo

Foram realizadas duas coletas de solo de Terras Pretas de indios e de solo
adjacente, no Municipio de Presidente Figueiredo (Amazénia Ocidental) no Estado
do Amazonas. A primeira coleta foi realizada na comunidade Rumo Certo a 187 Km
de Manaus (Figura 2). As coordenadas geograficas da area de coleta para o solo de
Terra Preta de indio (TPI) sdo 022 01’ 52,5” S - 059° 26’ 28,3” W, e da 4area da Terra
Mulata sdo 02° 01’ 56,1” S - 059° 26’ 24,2” W. O clima da regido é Tropical, sendo

quente e umido, com temperaturas médias entre 25°C e 35°C. A vegetacao é
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formada por Floresta Tropical, com terras acidentadas com Planicie, Vertente e

Baixio.

Coleta e Preparo das Amostras de Solo

O solo foi coletado de cada sitio na posi¢cao horizontal com tubos policloreto de
vinila (PVC) de 5 cm de diametro (limpos com Etanol 70%), nas profundidades de O -
10; 10 - 20; 20 - 30; 30 - 40 e 40 - 50 cm (Figura 3). De cada profundidade, foram
retiradas quatro amostras de solo com os tubos de PVC. Essas amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos de polietiieno em caixas de isopor com gelo
seco, para manter sua umidade durante o transporte e, posteriormente, foram
armazenadas em temperatura a 4 °C (duas amostras de PVC) e a -20°C (outras duas
amostras). No laboratério, as amostras foram separadas em sub-amostras para a

extragdo do DNA e para andlises fisico-quimicas.

Anadlise do material para avaliar teores de macro e micro nutrientes

As determinagbes analiticas das amostras de solo foram efetuadas no
Laboratério do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) na Universidade de
Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP) sob supervisao da Profa. Dra. Siu Mui Tsai. As
amostras do solo foram analisadas para pH, Cobre, Zinco, Manganés, Ferro, Boro,

Fosforo, Potassio, Calcio, Magnésio, Aluminio, Hidrogénio, Enxofre, Antiménio.

Analises Fisicas do Solo — Granulometria

A separacdo dos soélidos de um solo, em diversas fragdes € o objetivo do

peneiramento. Este processo é adotado para particulas (sélidos) com diametros
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maiores que 0,075mm. Este processo divide-se em peneiramento grosso, particulas
maiores que 2 mm e peneiramento fino, particulas menores que 2mm.

Para o peneiramento de um material granular, a amostra &, inicialmente,
secada em estufa e seu peso determinado. Esta amostra sera colocada na peneira
de maior abertura da série previamente escolhida e levada a um vibrador de
peneiras onde permanecera pelo tempo necessario a separacao das fragdes.

ApGs a secagem em estufa, as amostras foram colocadas em placa de petri,
coloca-se 10 mL de peréxido de hidrogénio para eliminar a matéria organica, pois a
matéria organica se liga aos outros materiais e pode alterar o teor de argila.
Tampou-se com vidro de relégio. Ficou overnight. Foi colocada entdo 10 mL de
dispersante, que ficou por 24 horas, este dispersante serve para separar as
particulas de areia, argila e silte. Apds essa etapa, as amostras sdo colocadas em
provetas de 1 litro onde as amostras ficaram decantando. Cada amostra foi colocada
em um agitador por 15 min com agua destilada. Apés a agitacdo, as amostras foram
peneiradas em uma peneira de 0,053, onde sera separada a argila, silte e areia. A
areia vai para um aplaca de petri e colocada em estufa a 105 C por 24 hrs. O
restante do material foi para uma proveta de 1000 mL em temperatura ambiente.

Esse matéria ficou 24 hrs decantando. Apds essa etapa as amostras forma pesadas.

Extracao e Quantificacao de DNA gendomico de solo

Do material coletado, aproximadamente 0,5 g do solo homogeneizado foi
transferido para microtubos de 1,5 mL para extracdo de DNA gendmico. A extragcao
do DNA foi realizada utilizando o protocolo de extracéo e orientagdes do fabricante do
kit de extracdo comercial “Ultra Clean Soil DNA Purification Kit” (USA - MOBIO® -
Catalogo 12800-50). ApGs a extracao de DNA, foi realizada a sua quantificacao pela

corrida de eletroforese em gel de agarose na concentragdo 0,8% a 80 Volts, corado
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com brometo de etideo (10 mg/mL) e as amostras foram visualizadas em

transiluminador em luz ultravioleta.

Amplificacao do gene 16S rRNA pela PCR

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada através do protocolo da reagéo
da PCR, como descrito em CRUMP et al. (1999), com modificagdes, e consiste de um
volume final de 25 uL (25 mM MgClz; 2,5 mM DNTPs; 5 pmol/uL de cada iniciador;
1,25 U/uL de Tag DNA polimerase; Tampao 10X). Os iniciadores universais para o
gene 16S rRNA utilizados nesse trabalho estao descritos a seguir:

Dominio Archaea: (DELONG, 1992)

e 21f(5-TTC YGG TTG ATC CYG CCRGA -3

e 958r (5 - YCC GGG TTANTC CAATT-3)

O perfil térmico da PCR consistiu de um ciclo inicial de desnaturagéo por 2
minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos, como se segue: desnaturagao de fitas-molde
por 40 segundos a 94°C, pareamento dos iniciadores por 30 segundos a 58°C, e
extensao por 1 minuto a 72°C. E um ciclo final de extenséo por 5 minutos a 72°C. Em
seguida, foi realizada uma corrida das amostras pela eletroforese em gel de agarose
na concentragdo 0,8% a 80 Volts, corado com brometo de etideo (10 mg/mL) e

visualizado em transiluminador em luz ultravioleta.

Clonagem do gene 16S rRNA

Purificacao dos Produtos da PCR

Os produtos da PCR foram purificados antes da ligacao do vetor de clonagem
utilizando-se o Kit “GFX PCR - DNA and Gel Band Purification KIT” (Amersham

Biosciences® - Catalogo 27-9602-01), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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Esta metodologia consistiu em colocar uma coluna de GFX em um “tubo de coleta”
para cada purificacdo realizada; e acrescentou 100 yL de tampéo de captura ao
produto da PCR e transferiu essa solucao a coluna GFX. O mesmo foi centrifugado a
13.400 rpm por 30 segundos, sendo a fase liquida descartada, e em seguida, foi
adicionado 200 pL do tampéao de lavagem a coluna, que foi centrifugado a 13.400 rpm
por 30 segundos; novamente o liquido do tubo de coleta foi descartado e a coluna
GFX foi transferida para um microtubo novo de 1,5 mL (microtubo comum); e o DNA
foi eluido em 50 uL do tampéo de eluicdo (DDH.0O estéril) diretamente sobre a matriz

na coluna GFX.

Sistema de Ligacao

O sistema de ligacao foi realizado utilizando o Kit “TOPO TA Cloning for
Sequencing” (Invitrogen) como segue: 10 ng/mL do vetor; 4,0 yL do produto da PCR
purificado; 1,0 yL da solucdo de sal diluido, tendo 10 yL como volume final. Em
seguida, a reacdo foi misturada gentilmente e foi incubada por 30 minutos a

temperatura ambiente, sendo depois armazenada a -20°C

Transformacao genética

A transformacédo seguiu o procedimento de acordo com o fabricante do Kit
“Transforming One Shot Mach - T1 Competent Cells” (Invitrogen). Do sistema de
ligacao, 2 uL foi adicionado a 50 uL da célula competente, que foram eletroporadas a
1.900 Volts. Apbs a eletroporacdo, 1 mL de meio SOC (coloca a q significa) foi
colocada na cubeta para eletroporagao para a recuperacao do sistema + vetor. Essas
células foram incubadas sob agitacdo por 1 hora a 37°C, sendo em seguida,

semeadas em placas de meio Luria-Bertani (LB) com Ampicilina (200 pg/mL). As
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placas semeadas foram incubadas durante 18 horas a 37°C. As colbnias brancas
foram transferidas para microplacas de 96 pocos contendo 150 uL de LB e ampicilina.
Depois foram acrescentados 50 uL de glicerol 50% em cada poc¢o, e congelados a -

80°C até a realizacao das reacdes de seqienciamento.

Extracao Plasmidial - Mini-prep

As colbnias brancas foram coletadas com auxilio de palitos estéreis e
transferidas pra microplaca Deep-Well com 96 pocos, comtendo 1,5 mL de meio
Circle Grow acrescido com ampicilina (100ug mL-1). A placa foi selada com filme
adesivo e cada poco foi perfurado com agulha estéril para a aeracdo da bactéria.
Os clones foram incubados sob agitacdo orbital (shaker) a 320 rpm, por 22 hrs.

Apoés o crescimento, foram transferidos 100 puL de células para placa estéril
contendo 100 pL de glicerol 50%. A placa foi selada e as células estocadas a -80°C.

A partir das placas armazenadas a -80°C, 240 uL de GET foi acrescentado a
cada poco, e agitada por 2 minutos (para ressuspender bem as células). Em seguida,
foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 9 minutos. As placas ficaram invertidas em
papel absorvente por 5 minutos. Foi adicionada mais 80 puL de GET em cada poco, e
agitadas por 2 minutos, para ressuspender as células. Depois, foi adicionada em cada
poco de uma microplaca 1,5 uL de RNAse (10 mg/mL) e 60 ul da suspensado de
células foi transferida para a microplaca. Em cada poco, foi adicionado 80 uL de
NaOH 0,2N / Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) a 1%, e as microplacas foram incubadas
durante 10 minutos em temperatura ambiente. Depois, foi acrescentado em cada
poco 80 uL de KOAc 3M e misturou-se 30 vezes por inversao. Novamente, as
microplacas foram incubadas durante 10 minutos em temperatura ambiente, e foram

centrifugadas a 4.000 rpm, durante 10 minutos, a 20°C. Previamente, foi fixada com
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fita adesiva, uma placa Millipore (MAGV N22) no topo de uma microplaca de fundo
em “V”. Todo o volume do sobrenadante (evitando transferir os debris celulares) foi
transferido para a placa Millipore e centrifugadas (sem a tampa) a 4.000 rpm, durante
5 minutos e 30 segundos, a 20°C ou até todo o volume descer para a outra placa
(fundo em “V”). Apés a centrifugacao, a placa Millipore foi descartada. Na microplaca
de fundo em “V”, foi adicionada 100 uL de Isopropanol (Merck) e centrifugada a 4.000
rpm, durante 45 minutos, a 20°C. Depois foi adicionado 200 uL de Etanol 70%
(Merck) gelado, e centrifugada a 4.000 rpm, por 5 minutos, a 20°C. O sobrenadante
foi removido e as microplacas foram invertidas sobre papel absorvente e para retirar
qualquer resquicio de alcool, as mesmas foram centrifugadas a 900 rpm (“pulso”) a
20°C. As placas foram secas durante 1 hora em temperatura ambiente, e cobertas
com papel toalha. O DNA foi ressuspendido com 60 pL de DDH»O, e deixado durante

18 horas a temperatura ambiente.

Sequienciamento do Gene 16S rRNA

A reacao de sequenciamento consistiu do seguinte protocolo: 4,0 uL do Pré-Mix
(“DYEnamic ET Dye Terminador Cycle Sequencing Kit for Mega BACE” - Amersham
Biosciences®); 1,0 pL de cada iniciador a concentragdo de 5,0 pmol/uL; 1,0 uL de
DNA molde; 4,0 uL de DDH,O autoclavada, para um volume final de 10,0 pyL. Os
iniciadores utilizados foram:

e Dominio Archaea: 21 f (5 - TTC YGG TTG ATC CYG CCR GA - 3)

O perfil térmico da reacdo de sequienciamento consistiu de 20 ciclos, como se
segue: desnaturacdo de fitas-molde por 3 minutos a 95°C, pareamento dos
iniciadores por 30 segundos a 95°C e extensao por 30 segundos a 60°C. E um ciclo

final de extensao por 1 minuto e 20 segundos a 60°C.
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Precipitacao do produto da reacao de sequenciamento de DNA

A precipitagdo foi realizada apds a reacdo de sequenciamento para eliminar
todos os produtos que nao foram incorporados. Em cada poco foi colocado 1 uL de
acetato de aménio a 7,5 M e 27,5 yL de Etanol 100% que foi homogeneizado e
deixado durante 10 minutos em temperatura ambiente e depois, centrifugado a 4.000
rpm por 40 minutos. Apds este processo, o sobrenadante foi descartado por inversao,
foi adicionado 120 pL de Etanol 70%, e centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado por inversdao e deixado para secar por 15 minutos em
temperatura ambiente, e ressuspensas com “Loading Solution”. O seqlienciamento foi
realizado em sequenciador capilar Mega BACE (Amersham Biosciences®), conforme

recomendacgdes do fabricante.

Processamento e Analise das Sequiéncias

As sequéncias obtidas foram processadas para a remogdo de vetor e de
sequéncias de baixa qualidade (indice de qualidade < 20) utilizando-se os programas
“PHRED/PHRAP” (GREEN, 1996). As seqliéncias foram trimadas usando o Programa
Cross-Match. Cada seqUéncia foi comparada com sequéncias depositadas no
“GenBank® (NCBI), utilizando-se o Programa de busca avancada “Basic Local
Alignment Search Tool” (BLAST - NCBI), para identificacdo das espécies
procariéticas. Apds esta comparacdo, as sequéncias foram conferidas, alinhadas e
editadas com o auxilio dos programas BioEdit 5.0.9 (HALL 1999) e Chromas 2.23

(http://www.techenelsium.com.au).
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Andlises Filogenéticas e Estatisticas.

Para as analises de relacbes filogenéticas das sequéncias de nucleotideos foi
utilizado o programa Analise Genética de Evolugcao Molecular MEGA 4.0 (KUMAR et
al., 2001), pelo método da construcao neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987) com
algoritmos Jukes-Cantor (JUKES et al., 1969). Os ramos da arvore gerada foi inferida
pelo indice de bootstrap com 1000 réplicas em cada nd, onde poderdo ser
visualizadas as espécies e subespécies proximamente relacionadas.

Para anadlises estatisticas, foi realizada quanto ao grau de diferencas
significativas entres as sequéncias nucleotidicas, pela comparacdo de suas curvas
homologas, pelo programa DOTUR (SCHOLL et al., 2004). Nessa andlise, as curvas
homélogas das amostras, formadas pela relacao entre as distancias evolutivas e as
coberturas de amostragem, foram comparadas, sendo calculadas as diferengas entre

0s pontos equivalentes da curvas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Coleta e caracterizacao dos solos

As amostras de solos de Terra Preta de indio (TPI) e de Terra Mulata (TM ou
ADJ) foram coletadas nas profundidades de 5, 10, 20, 30 e 40 cm, porém foram
usadas apenas as amostras de solo da 2° coleta, nas profundidades 10, 20 e 30 cm,
por apresentarem maior diversidade bacteriana, conforme descrito por Tsai et al.
(2003). Apds a coleta, foram realizadas as analises quimicas e fisicas das amostras
no Laboratério do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) na Universidade
de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP), cujo resultados estao descritos abaixo.

Através das analises quimicas (Tabela 1) as amostras de TPl mostraram valores
baixissimos de pH quando comparados com os solos de TM, confirmando os valores
encontrados por LIMA et al. (2002) e por FALCAO (2006). Foram observados
também altos teores de calcio (Ca) e fésforo (P), porém baixa saturacao por aluminio,
conforme descrito por KERN (1989) e LEHMANN et al. (2002). Outra caracteristica
encontrada nos solos de TPI, foi o alto valor da capacidade de troca catiénica (CTC),
quando comparados com os solos de TM. Esses valores confirmam a elevada
fertilidade desses solos, pois a CTC é muito importante para a retencéao de nutrientes
e de agua, sendo que o valor desta capacidade varia com o teor e a natureza da
argila, mas principalmente com o teor de matéria orgéanica.

Nas andlises fisicas (Tabela 2) mostraram que os solos de TPl e TM sao
diferentes entre si, pois o primeiro possui uma elevada quantidade de silte e argila (o
que dificultou a obtencao de DNA mais integro, ja que o mesmo pode ficar retido por

mais tempo no solo), e 0 segundo demonstrou ter uma grande quantidade de areia.
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Tabela 1 - Resultado das andlises quimicas das amostras de TPl e TM, realizadas
na Laboratorio do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) na
Universidade de Sao Paulo (USP), em Piracicaba (SP)

Cu Zn Mn Fe B pH MO | P K Ca Mg Al H S CTC
Amostra 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 SSat
g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| CaCl,| g/dm’| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm”| g/dm
TP1
(10) 1,6 1,6 16,8 | 49 0,52 | 4,7 55 17 0,6 54 8 2 98 7 160,6| 3
TP1
(20) 1,7 1,1 14,4 | 47 0,43 | 4,6 50 15 0,6 38 5 4 88 8 131,6| 8
TP1
(30) 0,6 0,6 5,6 27 0,34 | 3,6 25 34 0,1 3 1 19 166 | 6 170,1| 82
ADJA
(10) 0,2 0,5 7,7 240 0,37 | 4,4 54 11 1,1 35 9 5 80 7 125,1| 10
ADJA
(20) -1,0 | 1,0 | 1,0 94 0,40 | 3,7 23 4 0,3 6 1 16 121 3 128,3| 69
ADJA
-1,0 | -1,0 | 0,6 56 0,31 | 3,7 21 2 0,1 2 1 19 109 | 5 112,1| 86
(30)
TP2
(10) 0,4 36,4 | 35 29 0,16 | 45 47 65 0,5 25 7 5 80 2 112,5| 13
TP2
(20) 0,4 46,4 | 25 26 0,13 | 4,6 40 59 0,3 24 5 3 80 3 109,3| 9
TP2
(30) 0,4 15,2 | 2,0 27 0,22 | 4,6 25 29 0,2 19 2 3 52 4 73,2 | 12
ADJ2
(10) -1,0 | 0,9 1,2 153 | 0,22 | 3,5 23 8 0,4 1 1 17 80 4 82,4 | 88
ADJ2
(20) -1,0 | 0,2 0,7 36 0,25 | 3,8 28 2 0,2 1 1 15 98 1 100,2| 87
ADJ2
(30) 0,3 13,0 | 1,9 26 0,22 | 4,6 23 22 0,2 20 2 3 52 1 74,2 | 12

Cu: cobre; Zn: zinco; Mn: manganés; Fe: ferro; B: boro; MO: matéria organica; P: fésforo; K:

potassio; Ca: calcio; Mg: magnésio; Al: aluminio; H: hidrogénio; S: sodio; CTC: capacidade de
troca cationica; Sat: saturacao

Tabela 2 - Resultados das analises fisicas encontrados nas amostras

de TPl e TM, pela técnica de granulomentria

Areia

Silte

Argila
Amostras 2.00 - 0.05 0.05 - 0.002 < 0_032 mm
mm mm
TP2 10cm 58,88 22,62 18,50
TP2 20cm 53,4 18,10 28,50
TP2 30cm 57,93 13,57 28,50
ADJ2 10cm 83,15 8,35 8,50
ADJ2 20cm 68,68 22,82 8,50
ADJ2 30cm 70,88 8,62 20,50
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Extracao de DNA gendmico total do solo

As extracoes de DNA gendmico total dos solos foram realizadas com trés
repeticoes para cada amostra de solo, TPl e TM (ou TADJ), usando o “Kit Power
Soil DNA Isolation” (MOBIO®). O DNA genomico das amostras de solo foi extraido e
obtendo uma boa quantidade e qualidade de DNA, como mostrado no gel de
agarose a 0,8% (Figura 02 e 03), além disso, foi realizada a quantificacdo dos DNA

por espectrofotébmetro (Tabela 3).

Tabela 3 - Quantificacdo de DNA de cada amostra utilizada nessa pesquisa pela
leitura do espectrofotdmetro

Amostras 260280 Pt DNAGKIML) proeiia  Fimer (o) L)
tr2(10) GO/ 1.481 2.971 2239 73.15
220 G2/ 1.042 0.709 18.32 23.75
tP2(30) GO0/ 1.169 2216 39.31 65.55

ADJ2 (10) 06?01198/ 1.056 0.547 13.55 18.05

ADJ2 (20) 06902255/ 1.000 0.673 19.87 23.75

ADJ2(30) %923 1.000 0.619 18.28 21.85

Amplificacdo e purificacdo do gene 16S rRNA

Com o DNA obtido, foram realizadas Reag¢des da Polimerase em Cadeia (PCR)
com iniciadores especificos do gene 16S rRNA para os Dominios Archaea. Os
produtos da PCR amplificados geraram fragmentos de 940 pb para o Dominio

Archaea (Figura 1), gerando assim, produtos suficientes para a realizagdo das

clonagens.
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Para minimizar a formacdo de moléculas quiméricas, pois isso & possivel
quando se utiliza uma mistura de DNA genémico de diferentes espécies com o gene
16S rRNA (WANG e WANG, 1997), foram modificados o numero de ciclos da PCR

dos trabalhos originais, de 35 para 30 ciclos (Dominio Archaea).

As moléculas quiméricas sdo formadas por mais de uma sequUéncia de
organismos, e quando estas seqUéncias sao comparadas com os bancos de dados,
podem ser identificadas como sendo uma nova espécie ou nao-classificada,
sugerindo assim a presenca de um individuo ainda nao descrito. A principal causa
da formagcdo das moléculas quiméricas é a presenca de fitas simples de DNA
terminadas prematuramente, especialmente nos ciclos final da PCR, que re-anelam
com uma fita diferente concluindo a amplificacdo (PAABO et al., 1992). Wang (1997)
realizaram estudos in vitro a partir de uma mistura de DNA gendmico de oito
espécies diferentes de Actonomicetos para minimizar a formacdo das moléculas
quiméricas, e mostraram uma taxa de formacao de 32% de moléculas quiméricas
em uma PCR de 30 ciclos, e numa reacdo com 25 ciclos, esta taxa diminuiu para

12%.

12.000pb

5.000pb
1.600pb

800pb

Figura 02 - Perfil eletroforético da amplificacdo do gene 16S rRNA para o Dominio
Archaea em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de etideo. 1)
Padrdao Molecular 1 kb Plus DNA (Invitrogen); 2) Controle positivo
(amostra padrao); 3) Controle negativo; 4) Amostra de solo TP2 10 cm;
5) Amostra de solo TP2 20 cm; 6) Amostra de solo TP2 30 cm
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12.000pb

1.600pb
800pb

Figura 03 - Perfil eletroforético da amplificacdo do gene 16S rRNA para o
Dominio Archaea em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de
etideo; 1) Padrdo Molecular 1 kb Plus DNA (Invitrogen); 2) Controle
Positivo (amostra padrdo); 3) Controle negativo; 4) Amostra de
soloADJ 10 cm; 5) Amostra de solo ADJ20 cm; 6) Amostra de solo
ADJ 30 cm

Construcao das Bibliotecas 16S rRNA

Foram construidas duas bibliotecas a partir dos produtos de PCR purificados,
duas para o Dominio Archaea, a qual denominamos de TPArch (referente ao solo de
Terra Preta de indio) e TAArch (referente a Terra Mulata ou Adjacente). E foram
selecionados 672 clones transformantes para a biblioteca TPArch e 672 clones para
TAArch. Houve diferengca de numeros de clones selecionados das Bibliotecas para
Bacteria, devido ao pouco tempo para a sua realiza¢ao, pois a biblioteca de Archaea foi
a ultima a ser trabalhada.

Para a confirmagdo da insercdo dos fragmentos no vetor de clonagem, foram
realizadas reacbes de PCR utilizando os iniciadores especificos, e o gene M13 foi
utilizado para confirmar a presenca do fragmento de tamanho desejado. O perfil da
amplificacao foi visualizado em gel de agarose a 0,8%, corado em brometo de etidio e

visualizado em fotodocumentador com auxilio de luz ultravioleta.
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Sequenciamento parcial dos clones e Analise das seqliéncias

A extracao do DNA plasmidial dos clones e a reacdo de seqlenciamento foram
feitas em larga escala, 96 amostras por placa. Foram sequenciados 3.264 clones,
672 clones pertencentes a cada biblioteca do Dominio Archaea (TPArch e TAArch).

Para este estudo, foi realizado o sequenciamento parcial, pois o0 objetivo do
mesmo foi avaliar a diversidade e nado realizar um estudo evolutivo, e também,
devido ao alto custo que esta metodologia exige, por isso justifica-se a utilizacao de
um unico iniciador, e ndo os dois iniciadores que sdo comumente usado para o
Dominio Archaea foi utilizado o iniciador 21f (“forward”).

Nas analises das sequéncias realizadas pelos programas Phred/Phrap/Consed,
disponiveis no site de Bioinformatica da UFAM, foram descartadas as sequéncias
com bases de baixa qualidade (< 20), onde se encontra apenas um erro em cada
100 pb lidos. No final desta andlise, foram obtidas entdo, 415 clones de TPArch e

415 clones de TAArch (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero total de clones sequienciados e clones obtidos
pertencentes as bibliotecas: TPArch e TAArch

Biblioteca Clones seqienciados Clones obtidos
TPARCH 627 415
TAARCH 672 415

As seqUéncias obtidas foram comparadas com o banco gendmico no
“GenBank® do NCBI, onde foi utilizada a ferramenta BLAST, visando a
identificagdo das amostras encontradas. Para corroborar os resultados e obter

dados mais completos, as sequéncias foram analisadas no programa “Classifier”
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disponivel no site RPD II. O programa apresenta os mais altos niveis taxonémicos e
segue a proposta do Manual de Bergey (Garrity et al., 2004).

Em todas as seqUéncias comparadas utilizando o BLAST, apresentaram um
indice de similaridade que variou entre 85 a 100%, e nao foram observadas
seqiéncias ainda nao cadastradas. Porém, em alguns casos, a pontuacdo de
confiabilidade se mostrou baixa, 0 que nos remete a idéia de serem sequiéncias de
16S rRNA nao catalogadas no “GenBank®. Isso pode acontecer, pois a riqueza e a
diversidade bacteriana presentes nos solos é pouco explorada, necessitando de

mais estudos para a deteccao desses microrganismos.

Analise de diversidade do Dominio Archaea

Apesar do grupo de microrgranismos mais estudado no solo pertencer ao
Dominio Bacteria, ha também muitas arqueas, fungos e virus nesse ambiente
(FIERER et al., 2007), porém Esses ultimos ndo foram objetos desta pesquisa. Em
recentes pesquisas com solo, também indicam uma certa diversidade de Archaea, e
em nosso trabalho, as sequéncias analisadas nas duas bibliotecas construidas,
pertencentes ao Dominio Archaea, obtiveram um indice acima de 95% de confianga.

Quanto ao numero de sequiéncias identificadas como nao-cultivaveis e/ou nao-
conhecidos foi na mesma proporcao que nas bibliotecas do Dominio Bacteria, ou
seja, representando 52% das seqUéncias de TPArch (Figura 04) e 49% das
sequéncias em TAArch (Figura 05), podendo inferir que a diversidade nesse ambiente
€ altissima, necessitando de mais estudos multidisciplinares quanto a diversidade,

principalmente entre as técnicas da Microbiologia Classica e Molecular.
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Porém, ndo hd a mesma diversidade de microrganismos ja descritos, pois o
Dominio Bacteria abrange um maior numero de Ordem, Famila e Classe, muito
diferente do que ocorrem Archaea. E isto pode ser percebido pelas Figuras 17 e 18,
que demonstram a pequena “diversidade” comparada ao Dominio Bacteria, pois
nesse ultimo, descrevemos pelos menos 10 Filos, jA no Dominio Archaea, apenas
dois Filos, Crenarcheota (40% na biblioteca TPArch e 46% na biblioteca TAArch) e
Euryarcheota (8% na TPArch e 5% na TAArch), e Esses dados serdo discutidos com

maiores detalhes logo abaixo.

Filos do Dominio Archea _ Terra Preta

8%

0,
40% 52%

@ Nao cultivada m Crenarcheota O Euryarchaeota

Figura 04 - Diversidade da Archaea dos clones 16s rRNA encontrados
no solo TPl com base nos dados obtidos pela comparagao
nos bancos de dados do NCBI e RDP I
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Filos do Dominio Archaea - Terra Mulata

5%

49%
46%

@ Nao cultivavel B Crenarchaeota O Euryarchaeota

Figura 05 - Diversidade da Archaea dos clones 16s rRNA encontrados no
solo TM com base nos dados obtidos pela comparagdo nos
bancos de dados do NCBI e RDP II.

Na pratica, as Archaea sao estudadas e agrupadas de acordo com o seu
metabolismo e fisiologia, sendo alocadas em diversos grupos, como: as
metanogénicas, os halofilos extremos (ou hiperhaléfilos) e os terméfilos extremos (ou
hipertermofilos). Sem duvida, as espécies de Archaea mais conhecidas sdo as
metanogénicas, cuja classificagdo taxonémica molecular data de 1979, realizada por
Balch et al. Provavelmente, pela facilidade de estudos de ambientes andxicos, ou
mesmo pela sua importdncia em saneamento ambiental, existem cerca de 66
espécies de metanogénicas descritas, ao contrario das 24 espécies de hipetermdfilas
e 18 de haldfilas extremas (ADAMS, 1995; SOWERS, 1995; MADIGAN et al., 1997).
Contudo, o numero de novas espécies descritas nesses dois ultimos grupos vem
aumentando, em raz&o do crescente interesse em estudos da diversidade de Archaea
em novos ambientes, que empregam metodologias moleculares para a identificacao

dos organismos através de DNA extraido diretamente das amostras.
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Filo Crenarchaeota

O Filo Crenarchaeota separa-se muito proximo da raiz da &rvore universal,
sendo composto por organismos hiperterméfilos (Desulfurococcus, Pyrodictium,
Sulfolobus, Thermococcus, Thermofilum e Thermoproteus), e compreendendo o0s
organismos capazes de crescer nas maiores temperaturas conhecidas. Esses
hipertermofilos sdo, em sua maioria, quimiolitotréficos autotréficos, sendo entdo
classificados como produtores primarios. Nesse grupo ha também organismos
isolados (mas ainda ndo cultivados em laboratorio) de ambientes frios, tais como
aguas oceanicas (KONNEKE et al., 2005).

O maior indice de sequéncias encontrdas deste filo foram individuos da Classe
Thermoproteus (Zillig e Stetter, 1989, 2001), Ordem Thermoproteales, Familia
Thermoproteaceae, com 0s géneros Pyrobaculum, Thermofilum e Thermoproteus,
isolados de areas geotérmicas continentais.

Archaea Hiperterméfilas:

Sao microrganismos capazes de crescer em temperaturas extremas (acima do
ponto de ebulicio da agua, com o6timo acima de 80°C). Foram inicialmente
observados em amostras de solos e dguas geotermais, contendo enxofre elementar e
sulfetos. Posteriormente, os primeiros microrganismos hiperterméfilos foram isolados
em fendas termais vulcanicas no leito oceanico, sob temperaturas de 100°C, e foram
estas descobertas que culminaram com a descricdo do Dominio Archaea (ADAMS,
1995).

Sao anaerdbios obrigatérios, quimiorganotréficos ou quimiolitotroficos, e de
alguma forma, utilizam compostos de enxofre no seu metabolismo. O estudo de uma
variedade de habitats terrestres e aquaticos resultou no isolamento de diversas

espécies hiperterméfilas com morfologia peculiar, em geral esférica e irregular, ou
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mesmo organismos com auséncia de parede celular (Thermoplasma acidophilum). A
taxonomia das espécies é baseada em métodos moleculares (seqiéncias do 16S
rRNA), fisiologia (crescimento sob diferentes temperaturas e pH), morfologia celular,
coloragcao de Gram e conteudo de G+C do DNA .

Os organismos dos géneros Thermotaga e Aquifex, filogeneticamente alocados
no Dominio Bacteria, sdo estudados, em geral, em conjunto com as Archaea devido

ao seu habitat marinho hipertermdfilo.

Filo Euryarchaeota

Um grupo fisiologicamente diverso, sendo composto pelas archaea
metanogénicas, encontradas em ambientes de condigdes extremas (Methanococcus,
Methanobacterium e Methanosarcina) anaerobios conhecidos, ou seja, o oxigénio
mesmo em concentragdes baixissimas, exerce um efeito extremamente letal sobre os
mesmos, e as archaea halofilicas extremas, aerébias (Halobacterium, Halococcus).

Nesse Filo ha ainda o género Thermoplasma, composto por bactérias acidéfilas,
termofilicas, que ndo apresentam parede celular. As halofilicas geralmente coram-se
como Gram-negativas, ndo apresentam esporos e, em sua maioria, sao iméveis,
geralmente apresentando grandes plasmideos, contendo cerca de 25 a 30% do DNA
da célula. (MADIGAN et al., 1997).

Archaea Haléfilas Extremas:

E um grupo de organismos que habita ambientes altamente salinos, como:
lagoas com elevada concentracdo salina (Ca, Mg, Na) ou mesmo a superficie de
alimentos preservados por salmora. Os habitats das Archaea hal6filas extremas séo

denominados hipersalinos e as espécies em cultivo laboratorial podem requerer entre

1,5 a 4 M de NaCl para seu crescimento, e esta elevada concentracdo de sédio é
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essencial para a manutencdo da estabilidade da parede celular em alguns
organismos, como por exemplo em Halobacterium spp (MADIGAN et al., 1997).

Dentre os ambientes naturais hipersalinos mais estudados encontram-se os
sistemas lacustres com salinidade ao redor de 10 vezes a da agua do mar, com
predominio de sais de sodio e presenca de sulfatos e pH ligeiramente alcalino. As
espécies haldéfilas extremas sdo, em geral, quimiorganotréficas aerdbias obrigatérias,
com raros representantes halo6filos anaerdbios e podem ainda apresentar a
propriedade de sintese de energia mediada pela luz, na auséncia de bacterioclorofilas
e pela acao de bacteriorodopsinas (MADIGAN et al., 1997).

As espécies de Archaea hiperhaldfilas sao classificadas filogeneticamente em 8
géneros e 18 espécies, pela sequéncia do 16S rRNA e pelas caracteristicas morfo-
fisioldgicas (composicao de parede celular, presenca de flagelos, coloracao de Gram,
tolerancia a salinidade, plasmideos e conteudo de G+C do DNA). Esses
microrganismos apresentam, na sua maioria, morfologia celular em forma de cocos e
bacilos e os ambientes mais estudados localizam-se em zonas hipersalinas de
regides temperadas, como os lagos salgados em Utah e na Califérnia (EUA), bem
como o Mar Morto. (STALEY et al., 1989; MADIGAN et al., 1997).

Archaea Metanogénicas

Os microrganismos de grupo sao anaerdbios obrigatérios, que requerem
condigbes anoxicas de crescimento, e altamente redutoras, com potenciais de oxi-
reducdo (SOWERS, 1995). Provavelmente, a caracteristica mais evidente das
metanogénicas esta relacionada com sua especificidade de substratos para
crescimento e producdo de metano. Sdo conhecidos até o momento dez substratos

para a metanogénese: formiato, monéxido de carbono, metanol, 2-propanol, aminas

149



metiladas, dimetilsulfeto, metilmercaptanas e acetato, sendo universal o diéxido de
carbono, que necessita de hidrogénio como doador de elétrons.

As Archaea metanogénicas atuam no passo final de consorcios microbianos
presentes em sedimentos aquaticos, pantanos, géisers, interior de arvores e sistemas
de tratamento de residuos, como biodigestores anaerdbios e aterros sanitarios. Sob o
ponto de vista ecoldgico, o metabolismo metanogénico € dependente da presenca de
outros microrganismos, cuja atividade no meio anaerdbio gera os precursores para a
metanogénese (VAZOLLER, 1995).

As Archaea metanogénicas representam um grupo de microrganismos
polifilético, compreendendo 3 Ordens, com 8 Familias e 21 Géneros. Apresentam
morfologia comum as células procaridticas, com forma de bacilos de diferentes
tamanhos, cocos, sarcinas e filamentos, além disso, algumas apresentam
propriedade de coloracao Gram-positiva e outras Gram-negativa, sendo a taxonomia
baseada essencialmente em métodos moleculares pela comparacao de sequiéncias
do 16S rRNA. (SOWERS, 1995).

Filo Korarchaeota

O Filo Korarchaeota (que nao foi enontrado nessa pesquisa) € composto quase
que somente por isolados identificados apenas por sequenciamento de 16S rRNA,
sendo considerado um grupo de hiperterméfilos. Até o momento, poucas amostras de
Korarchaeota foram cultivados em laboratério, mas pesquisas realizadas em uma
fenda termal localizada no fundo do mar da Islandia, em 2002, levaram a identificacao
de uma nova espécie de Archaea, apresentando caracteristicas bastante distintas,
quando comparada aos demais membros desse Dominio. A espécie Nanoarchaeum
equitans diferencia-se das demais Archaea por ser aparentemente muito primitiva (ou

modificada), sendo encontrada em associagdo com outra Archaea (Igniococcus sp.).

150



Este microrganismo de morfologia arredondada é bastante diminuto, apresentando
cerca de 400 nm de diametro e um pequeno genoma, de 0,5 Megabases. De acordo
com com os autores que a descreveram, as diferengas apresentadas por
Nanorachaeum em relacdo a sequéncia de RNA ribossomal, sugerem que tal
organismo seja classificado em um novo Filo, proposto como Nanoarchaeota
(DELWICHE et al., 1996).

Elkins et al. (2008) sequenciaram a partir de uma cultura enriquecida, um
membro nao-cultivavel deste Filo, pelo método “shotgun” de amostra ambiental
isoladas no Parque de Yellowstone, em 1996, e o denominaram de Candidatus

Korarchaeum cryptofilum ou “Ca. K. Cryptofilum”.

Estimativa de riqueza e indice de diversidade

A estimativa do valor maximo de OTUs em um nivel filogenético pode ser feita
utilizando-se métodos estatisticos capazes de extrapolar a relacdo de OTUs em
funcdo do numero de sequiéncias a partir da curva de rarefacdo ou de métodos nao-
parametricos. Nesse trabalho, a riqueza de filotipos foi verificada pelo método de
rarefacéo ao nivel de 97% de similaridade e as curvas de rarefacdo resultantes foram
ascendentes para as bibliotecas TPArch e TAArch, ndo atingindo o platé (Figuras 06
e 07). Esses resultados mostram que o numero de sequéncias do gene 16S rRNA pra
o Dominio Archaea pode ndo ser o suficiente para mostrar a riqueza destas
comunidades, ou talvez pelo fato de somente serem classificadas a nivel de Filo,
pelos dois bancos de dados, BLAST/NCBI e RDP-Il, porém as duas curvas se
mostram relativamente parecidas, sendo que na Biblioteca TAArch houve uma leve

diferenciacéo a apartir de 100 sequéncias analisadas.
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Figura 06 - Curva de rarefacdo gerada do gene 16S rRNA da biblioteca TPArch.

Curva de Rerefagcdo _Terra Mulata _ Archaea
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Figura 07 - Curva de rarefagcdo gerada do gene 16S rRNA da biblioteca TAArch.
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Tabela 5 - Estimativas de riquezas de OTUs (Unidades Taxonémicas Operacionais)
e indices de diversidade calculados a partir da bibliotecas de 16S rRNA
dos Dominios Archaea dos solos de Terra Preta de Indio e Terra Mulata.

Biblioteca ACE Chaol Jackknife Bootstrap Simpsom Shannon

TPARCH 241,95 245,9 355,2 1771 0,0375 4,79
TAARCH 238,22 557,8 241,3 170,41 0,0031 5,462

Os calculos da estimativa de riqgueza de espécies pelos métodos néo-
parameétricos de ACE e Chao1, mostram uma diferenca entre as bibliotecas, onde a
biblioteca TPArch mostra um indice maior em relagdo & biblioteca TAArch.
Estimativas de riqueza baseadas em Chao1 utilizam o ndmero de espécies que
ocorrem uma ou poucas vezes, para estimar o numero de espécies desconhecidas.
A informacgéo de espécies desconhecidas. A informagédo de espécies desconhecidas
€ principalmente concentrada em espécies de baixa frequéncia (CHAO, 1984;
SHEN; CHAO; LIN, 2003; CHAO; SHEN; HWANG, 2006). Enquanto o estimador
baseado na cobertura de abundéancia (ACE) separa as espécies observadas em
grupos de espécies raras e abundantes, e somente utiliza o grupo de espécies raras
para estimar o numero de espécies desconhecidas (CHAO; LEE, 1992; CHAO; MA;

YANG, 1993).

O numero de espécies detectadas em uma amostra, ou 0 numero de
organismos identificados dentro de um dado nivel taxondmico, é fortemente afetado
pelo numero de sequéncias analisadas (JASEN, 2006; SCHLOSS; HANDELSMAN,
2006). A utilizagdo de bibliotecas de clones 16S rRNA pode n&o representar
totalmente as comunidades microbianas dos solos. Isso ocorre devido a limitagdes

inerentes a técnicas, que incluem a variabilidade genética do fragmento analisado e
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a amplificacao preferencial de rRNA de grupos dominantes através de PCR (CURY,
2006). Ainda, estimativas de riqueza de espécies bacterianas em solos apontam
para uma diversidade elevada, aumentando a necessidade de um maior esforco
amostral para uma completa caracterizacdo desta diversidade (CURTIS; SLOAN;

SCANNELL, 2002; ROESCH et al 2007; TORSVIK: GOKSOYR: DAAE, 1990).

Os valores obtidos com o indice de diversidade de Simpson revelaram maior
diversidade de OTUs nas biblioteca TPArch se comparando aos valores obtidos para as
duas bibliotecas (tabela 8). Os resultados para o indice de Shannon mostram um indice
elevados TAArch. As estimativas feitas pelo bootstrap corroboram diretamente os
valores de diversidade obtidos pelos indices de Simpsom e Shannon (tabela 4). A
justificativa para tal relacdo encontra-se no fato deste estimador basear-se em sub-
amostragens do conjunto de OTUs utilizado para o calculo destas medidas de
diversidade das bibliotecas. O estimador Jackknife de riqueza de OTUs revelou uma
relacdo diferente. Onde as bibliotecas provenientes da Terra Preta de indio se
mostraram mais elevadas. Uma explicacdo pode ser pelo fato deste resultado mostrar
apenas as OTUs Unicas presentes para o calculo empregadas pelo estimador de
Jackknife. Uma maior probabilidade de ocorréncia de OTUs unicas empregadas pelo
estimador de Jackknife é revelada pela maior freqiéncia de filotipos nas bibliotecas de

Terra Preta.

Analises Filogenéticas

Devido aos altos indices de sequéncias de organismos nao cultivados eou nao
classificados tanto do Dominio Bacteria quanto do Dominio Archaea nos solos
estudados, nesse trabalho, foram afeitas analises filogenéticas utilizando o programa

MEGA 4.0. Tais andlises nao tinham como objetivo realizar a classificacao
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filogenética e evolutiva dos microrganismo, mas apenas auxiliar o agrupamento das
seqUéncias ditas nao classificas em relacao aos filos a que possam pertencer ou se
aproximar filogeneticamente. Esse tipo de informacdo de sequenciamento da
subunidade 16S rRNA nao é suficiente para caracterizar as comunidades de
microrganismos desconhecidos em nivel de género ou espécie, precisa-se de mais
informagdes sobre analises fisiologicas e morfoldgicas através de cultivo em meio de
cultura (GARRITY et al.,, 2004). Entretanto, essa classificacao possibilitou observar
diferencas entre as comunidades.

Para essas analises o modelo de arvore filogenética foi da Maxima Parciménia,
que se baseia sob uma perspectiva probabilistica em um modelo de evolucéo,
escolhe o caminho “menos tortuoso”, ou seja, aquele que necessita de um menor
numero de pressupostos. Seu principio fundamental esta na idéia de que os eventos
de substituicbes independentes gerando condicées finais iguais devem ser vistos
como menos provaveis e, portanto, devem ser minimizados. (JIN e NEI, 1990; NEI et
al 2000).

A arvore filogenética pertencente a biblioteca TPArch mostrou uma divisdo em 13
Clusters principais, onde os filos descritos se separam nitidamente, houveram cluster
onde somente as amostras nomeadas pelos bancos de dados se agrupam entre sim,
mas sempre proximo ao clado irmdo de um dos filos. Ja na arvore filogenética da
biblioteca TAArch, mostrou uma divisdo em 15 clusters principais, onde também os filos
ficaram nitidamente separados, porém ambas as analises com inferéncia do booststrap,
mostrou-se um alto indice de confiancga.

Essa relagdo mostra um intuito de tentar inserir, os organismos néo
classificados, pois somente com o sequenciamento completo do gene 16S rRNA, ou

do seu genoma completo, além de andlises de Microbiologia Classica que envolve o
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isolamento, e tEsses bioquimicos, € que se pode descrever Esses individuos como

sendo organismos de uma nova espécie.
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Figura 8 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos .
Crenarchaeota, obtidos com sequéncias parciais do gene 16S rRNA (5’-
3’) do solo de Terra Preta. A matriz de distancia e o método de
construcao foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e “Neighbor-
Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas
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Figura 09 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Euryarcaheota e Crenarchaeota, obtidos com seqiiéncias parciais do
gene 16S rRNA (5-3’) do solo de Terra Preta. A matriz de distancia e
o método de construgdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes
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Figura 10 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Euryarcheota e Crenarchaeota, obtidos com sequéncias parciais do
gene 16S rRNA (5-3’) do solo de Terra Preta. A matriz de distancia e
o método de construgdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes
Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas
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Figura 11 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Euryarcheota e Crenarchaeota, obtidos com sequéncias parciais do
gene 16S rRNA (5’-3’) do solo de Terra Preta, com o grupo externo
pertencente ao Dominio Bacteria. A matriz de distdncia e o0 método de
construgdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e
“Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas
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Figura 12 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencente ao Filo.
Crenarchaeota, obtidos com sequéncias parciais do gene 16S rRNA
(5’-3’) do solo de Terra Mulata. A matriz de distancia e o método de
construgdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes Cantor” e
“Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas
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Figura 13 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Euryarcheota e Crenarchaeota, obtidos com sequéncias parciais do
gene 16S rRNA (5’-3’) do solo de Terra Mulata. A matriz de distancia e
o método de construgcdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes
Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas
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Figura 14 - Dendrograma Filogenético exibindo os clones pertencentes aos Filos
Euryarcheota e Crenarchaeota, obtidos com seqiiéncias parciais do gene 16S rRNA
(5’-3’) do solo de Terra Mulata, com o grupo externo do Dominio Bacteria. A matriz
de distancia e o0 método de construcdo foram calculados pelo algoritimo “Jukes
Cantor” e “Neighbor-Joing” com “bootstrap” de 1000 réplicas. Com grupo externo.
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CONCLUSOES

Com a construcao de bibliotecas com 672 clones de 16S rRNA a partir de solos
e posterior analise comparativa das sequéncias usando os bancos de dados do NCBI
(BLAST) e RDP-Il, determinou-se a estrutura das comunidades de arquéias
prevalentes em amostras dos solos, que possibilitou a identificacdo dos filos
predominantes, sendo que os microrganismos desconhecidos e ou nao-cultivados

representam 52% das sequéncias de TPArch e 49% das sequéncias em TAArch.

No Dominio Archaea ndo ha a mesma diversidade de microrganismos ja
descritos no Dominio Bacteria, pois foram encontrados apenas dois Filos:
Crenarcheota (40% na biblioteca TPArch e 46% na biblioteca TAArch) e Euryarcheota

(8% na TPArch e 5% na TAArch).

A técnica molecular permitiu o estudo da diversidade do Dominio Archaea,
mesmo utilizando uma pequena amostra de solo. As das seqiiéncias genéticas
obtidas permitiu uma caracterizacdo de varios organismos classificados como nao-

classificada nos bancos de dados.

Nesse trabalho, a riqueza de filotipos foi verificada pelo método de rarefacao ao
nivel de 97% de similaridade e as curvas de rarefacao resultantes foram ascendentes
para as bibliotecas TPArch e TAArch, ndo atingindo o platd, talvez pelo fato de
somente serem classificadas a nivel de Filo pelos dois bancos de dados,
BLAST/NCBI e RDP-II, porem as duas curvas se mostraram relativamente parecidas,
sendo que na Biblioteca TAArch houve uma leve diferenca a partir de 100 seqiéncias

analisadas.

164



Os resultados do presente trabalho visaram contribuir com o conhecimento
sobre a diversidade do Dominio Archaea em Solo de Terra Preta de indio e Terra
Mulata, tendo em vista que é ainda um grupo pouco estudado em solos amazénico.
Para tentar compreender as funcdes exercidas no solo e suas interacées com outros
componentes da biodiversidade e com o0s outros organismos presentes nesse

ecossistema estudado.

Espera-se compreender a relagdo entre a composicdo, abundancia e
diversidade dos microrganismos do solo, com a sustentabilidade da fertilidade do solo
e a producao agricola, e os efeitos ambientais, como emissdo de gases de efeito
estufa e seqlestro de carbono, ja que esse Dominio apresenta organismos que

emitem carbono e outros que sé se desenvolvem na presenca de diéxido de carbono.
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CONCLUSAO GERAL

O pH pode ser um dos atributos dos solos que pode ter influéncia direta na
diversidade bacteriana dos solos estudados, pois observou-se que as amostras de

TPl mostraram valores baixissimos de pH quando comparados com os solos de TM.

Foram observados também altos teores de célcio (Ca) e fésforo (P), porém
baixa saturacao por aluminio, o alto valor da capacidade de troca cati6nica (CTC),
quando comparados com os solos de TM. Esses valores confirmam a elevada
fertilidade desses solos, sendo que o valor desta capacidade varia com o teor e a

natureza da argila, mas principalmente com o teor de matéria organica.

As analises fisicas mostraram que os solos de TPI e TM sao diferentes entre si,
pois a TPl possui uma elevada quantidade de silte e argila (0 que dificultou a
obtencdo de DNA mais integro, ja que o mesmo pode ficar retido por mais tempo no

solo), e a TM demonstrou ter uma grande quantidade de areia.

Com a construcao de bibliotecas com clonesde 16S rRNA a partir de solos e
posterior andlise comparativa das sequiéncias usando os bancos de dados do NCBI
(BLAST) e RDP-Il, determinou-se a estrutura das comunidades de microbianas
prevalentes nos solos, que possibilitou a identificacdo dos filos predominantes, sendo
que os microrganismos desconhecidos e ou nao-cultivados representam 52% das
sequéncias de TPArch e 49% das sequéncias em TAArch. representam 38% das

sequéncias em TPBact e 58% em TABact.
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O Filo mais predominante nos dois solos pesquisados nesse trabalho foi o da
Acidobacteria, representando 20% do total de sequtiéncias na TPBact e 11% na

TABact.

Os outros Filos encontrados na biblioteca TPBact podemos destacar: Nitrospira
e Firmicutes, com freqliéncia de 8% e 7%, respectivamente; Actinobacteria,
Alphaproteobacteria e Proteobacteria (5%); Cloroflexi (3%); Betaproteobacteria,

Deltaproteobacteria, Sphigobacteria e Verrucomicrobia (2%).

Na biblioteca TABact, os Filos em destaque foram: Sphigobacteria com
freqUéncia de 5%; Actinobacteria, Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria (4%),
Betaproteobactera e Firmicutes (3%); Aquaficae e Proteobacteria (2%); e por fim,

Nitrospira 1%.

No Dominio Archaea ndo ha a mesma diversidade de microrganismos ja
descritos na literatura, pois foram encontrados apenas dois Filos: Crenarcheota (40%
na biblioteca TPArch e 46% na biblioteca TAArch) e Euryarcheota (8% na TPArch e

5% na TAArch).

A estimativa da riqgueza de OTUs pelo Bootstrap corrobora diretamente com os
valores de diversidade obtidos pelos indices de Simpson e Shannon. De um modo
geral, uma maior probabilidade de ocorréncia de OTUs unicas empregadas pelo
estimador Jackknife se correlacionou com uma maior freqliéncia de baixos

percentuais de filotipos nas bibliotecas. Os valores obtidos com os métodos néo-
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paramétricos ACE e Chao1 para a estimativa da riqueza de OTUs corroboram com

os valores obtidos com o estimador Jackknife.

Os resultados do presente trabalho visaram contribuir com o conhecimento
sobre a diversidade bacteriana em Solo de Terra Preta de indio e Terra Mulata, para
a compreensao das funcdes exercidas pelas comunidades microbianas no solo € o
conhecimento de suas interagcbes com outros componentes da biodiversidade, além
de beneficios econ6micos e estratégicos, como a descoberta de microrganismos

potencialmente exploraveis em processos biotecnoldgicos.
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anexos
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A éarea de estudo foi o municipio de Presidente Figueiredo no Estado do
Amazonas (Fonte: Google maps).

Trincheira feita na area de estudo para a realizacdo das coletas
em diferentes profundidades
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Perfil eletroforético da extracdo de DNA em gel de agarose a 0,8% contendo brometo
de etidio. 1) Padrdo Molecular 1 Kb plus DNA (Invitrogen); 2) Amostra de solo de TP2
10 cm; 3) Amostra de solo de TP2 20 cm; 4) Amostra de solo de TP2 30 cm

12.000 pb =S

Perfil eletroforético da extracdo de DNA em gel de agarose a 0,8% contendo brometo
de etidio. 1) Padrdao Molecular 1 Kb plus DNA (Invitrogen); 2) Amostra de solo de
ADJ2 10 cm; 3) Amostra de solo de ADJ2 20 cm; 4) Amostra de solo de ADJ2 30 cm
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