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RESUMO

Prospeccao e avaliacao da diversidade bacteriana em solo sob acao
antropogénica

A expansio da cultura de cana de agucar fez com que houvesse um aumento na producdo de vinhaga,
que é um residuo com alto potencial poluente. Uma alternativa no uso da vinhaca tem sido a
fertirrigacdo, técnica de aplicacdo de vinhaca em dreas de cultivo de cana de actcar sem tratamento ou
remediacdo. A aplicagdo deste efluente faz com que, apds os primeiros dias, o solo melhore suas
caracteristicas favorecendo a cultura e também os microrganismos presentes no ambiente, fazendo
com que se tenha um aumento na atividade microbiana. Conhecer a diversidade de microrganismos no
solo € de extrema importancia, pois ela pode passar informacgdes da qualidade deste ambiente. Para os
estudos sobre diversidade € necessdrio o uso de um marcador molecular com caracteristicas que o
tornem confidvel para essas andlises. O gene /6S rRNA vem sendo amplamente utilizado como
marcador molecular no estudo de diversidade procariftica em amostras ambientais. Uma das
principais caracteristicas que viabilizaram o seu uso foi o fato desse gene apresentar regides
conservadas na maioria dos organismos e regides varidveis as quais permitem identificar o tipo de
microrganismos. Para avaliacdo da diversidade procaridtica em solo extraido de um canal de irrigacio
da vinhaca, DNA metagendmico foi obtido e utilizado para obten¢do de amplicons relacionados ao
16S rRNA. As andlises de sequencias de DNA destes amplicons referenciaram que os principais
grupos bacterianos estdo classificados dentro de cinco filos diferentes, a saber, “Acidobacteria”,
“Actinobacteria”, Firmicutes, “Gemmatimonadetes” e ‘“Proteobacteria”. Adicionalmente, em
conjunto com os dados fisico-quimicos do solo, conclui-se que utilizando microrganismos como
indicadores de qualidade, o solo apresenta boas condi¢des tanto do ponto de vista agricola quanto do
microbioldgico.

Palavras Chave: DNA metagenomico, /6S rRNA, Vinhaca, Fertirrigacao.



ABSTRACT

Prospection and assessment of the bacterial diversity in soil under
anthropogenic action

The expansion of sugarcane crop renders an increase in vinasse production, which is a waste with
powerful pollutant characteristics. An alternative for vinasse application consists in fertigation, that is
its application without treatment or remediation in areas of sugarcane cultivation. Vinasse improves
soil conditions after the first days of application favoring both the crop as the microorganisms presents
in the environment causing increment in microbial activities. Knowing soil microbial diversity is of
great importance once it provides information of environmental quality. For diversity studies it is
necessary the application of a molecular marker presenting reliable characteristics for that purpose.
16§ rRNA gene has being wide utilized as a molecular marker in studies of prokaryotic diversity in
environmental samples. One of the major characteristics that turns viable the /6S rRNA application
consist in the presentation of both conserved and variable regions into its sequence in the majority of
microorganisms. For assessment of prokaryotic diversity into soil extracted from a vinasse irrigation
duct, metagenomic DNA was obtained and utilized for the acquisition of /65 rRNA amplicons. DNA
sequence analysis reveals that the major bacterial groups presented are classified within five different
phylum, which are “Acidobacteria”, “Actinobacteria”, Firmicutes, “Gemmatimonadetes”, and
“Proteobacteria”. In addition, a set of physicochemical data help to conclude that utilization of
microorganisms as soil quality indicators revealed a good quality the soil and good condition both
from the standpoint of agricultural and microbiological.

Key-words: Metagenomic DNA, /6S rRNA, Vinasse, Fertigation.
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1. INTRODUCAO

Em 1975, o cultivo de cana de agucar (Saccharum sp.) teve sua producdo
estimulada, devido 2 criacdo do Programa de Nacional do Alcool (PROALCOOL), cujo
objetivo principal era incentivar a producao de etanol visando alternativas para enfrentar
a crise do petréleo. Desde entdo, o acticar que era o principal produto derivado da
cultura da cana, cedeu lugar ao etanol que deixou de ser um produto secundério
(FLEXOR, 2007; FONSECA, 2008; OLIVEIRA, 2010). O aumento da produgdo
agricola da cultura da cana e industrial de seus derivados ocasionou uma acentuada
producdo de residuos, sendo o principal deles a vinhaga; a qual é gerada de 10 a 18
litros, para cada litro de etanol produzido. Esse efluente apresenta elevada carga
organica, alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO) o que aliado com o baixo pH,
caracteriza uma grande capacidade poluidora para fontes de dgua. (PEREIRA et al.,
1992; BARROS et al., 2010). Para minimizar os efeitos danosos deste residuo,
atualmente tem-se usado um processo chamado de fertirrigacdo, no qual a vinhaga é
disposta no solo in natura sem qualquer tipo de tratamento (LEITE, 1999; PAULINO,
et al. 2002). Alguns dias apds essa aplicac@o no solo os efeitos observados sdo: elevagcao
do pH, aumento da capacidade de troca catidonica (CTC) e aumento da atividade
microbiana (SILVA et al., 2007; GIACHINI e FERRAZ, 2009).

O solo é o maior depdsito de vida do planeta, sendo estimado que em 1 grama de
solo possa estar contido mais de 10° microrganismos. Isto representa cerca de 10°
genomas diferentes e menos de 1% desta diversidade pode ser cultivada por métodos
tradicionais de microbiologia, problema que pode ser evitado com uma abordagem
metagendmica, visto que a metagenoma, extrai o0 DNA de todos os microrganismos
presentes no solo. Baseado nesta dinamica apresentada pelos organismos presentes no
solo, técnicas moleculares, tais como as que amplificam o gene /6S rRNA, sao
comumente aplicados na analise dos impactos ocasionados na diversidade microbiana
desses ecossistemas, além de gerar informacdes suficientes para caracterizar a interagao
dessas comunidades com os nutrientes e condicdes a que sdo expostas. O gene 165
rRNA apresenta uma estrutura de 1542 pares de bases (pb) e a andlise total ou parcial
deste gene permite obter informacdes suficientes para a realizacdo de estudos
filogenéticos de confianca (AMANN et al, 1995; SCHOLOSS e HANDELSMAN,
2003; TORSVIK e OVREAS, 2002; DANIEL, 2005; MADIGAN et al., 2010; PESSOA
FILHO, 2010; DELMONT et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consistiu na caracterizacdo da diversidade microbiana
procariética de solo extraido do canal de irrigacdo da vinhaga, por meio da abordagem

do marcador molecular /6S rRNA metagendmico.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Vinhaca

A partir da década de 70 com a primeira crise do petréleo, foi necessdria a
criacdo do Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), para suprir a demanda por
combustiveis, e o objetivo do programa foi substituir o consumo de derivados de
hidrocarbonetos por combustiveis renovaveis, no caso o etanol. O PROALCOOL foi
responsavel pela expansdo do cultivo de cana no Brasil (CARVALHO e CARRIJO,
2007). A cana de agucar € um dos principais produtos da agricultura brasileira e ela tem
um grande destaque s6cio econdmico em nosso pais.

O Brasil ocupa hoje a segunda posi¢ao na produ¢ao mundial de etanol, atrds dos
Estados Unidos. O pais produziu na safra 2009/2010 cerca de 25,7 bilhdes de litros de
etanol (MAPA, 2011). Com o aumento na producdo cresceu também a quantidade de
residuos, sendo o principal deles a vinhaca e a quantidade produzida varia de acordo
com o teor alcodlico do vinho fermentado, variando de 10 a 18 litros para cada litro de
etanol (BAFFA et al., 2009).

A vinhaga apresenta elevada carga orgénica e grande quantidade de nutrientes,
especialmente o potdssio (K). Essas caracteristicas fazem com que esse residuo tenha
sua principal utilizacdo como fertilizante nas plantacdes de cana de agucar
(PREZOTTO, 2009). A utilizag¢ao de vinhaca nas lavouras tem crescido muito em todas
as regides do pais, se firmando como a melhor alternativa para ndo contaminar rios e
cursos d‘dgua (BARROS, 2012).

A vinhaga € aplicada no solo sem tratamento ou remediacao, fazendo com que
nos dez primeiros dias da aplicagdo o pH fique consideravelmente baixo, apds esse
periodo observa-se o aumento podendo alcancar valores maiores do que sete; este efeito
pode estar ligado a acdo dos microrganismos na decomposicdo da matéria organica. A
utilizacdo deste residuo proporciona ao solo vérios beneficios, entre eles o aumento da
capacidade de troca catidonica (CTC) e da retenc¢do de dgua. Biologicamente, a vinhaca
proporciona aumento da populagdo e atividade microbiana do solo, pois quando a
matéria organica existente neste residuo agroindustrial incorpora-se ao solo, ocorre a
colonizagdo por fungos, que se desenvolvem bem em pHs baixos. Estes, por sua vez,
transformam a carga organica em himus, neutralizando o pH do solo e assim abrindo

caminho para proliferacdo bacteriana, as quais necessitam de pHs mais neutros. As
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bactérias sdo responsdveis pela fixagdo bioldgica de nitrogénio, entre outros ciclos

biogeoquimicos (SILVA, 2007; OLIVEIRA, 2010).

3.2 Comunidades de microrganismos do solo

A evolu¢do dos microrganismos ocorre hd aproximadamente 4 bilhdes de anos e
ha pelo menos 2 bilhdes de anos atrds eles eram a unica forma de vida na terra. Devido
a sua longa histéria evolutiva e a necessidade de adaptacdo aos mais diferentes
ambientes 0s microrganismos acumulam uma impressionante diversidade genética, que
¢ muito maior do que a dos outros organismos. Desta maneira 0s microrganismos
apresentam o repertério mais rico em diversidade quimica e molecular na natureza,
constituindo a base de processos ecoldgicos, como os ciclos biogeoquimicos e a cadeia
tréfica (ZILLI et al., 2003).

O estudo da diversidade de procariotos vem se destacando devido a importancia
destes organismos para o funcionamento da biosfera, pois sao fundamentais na ciclagem
de nutrientes, nos ciclos biogeoquimicos, sintese de produtos naturais, biocatdlise,
conversdo de energia e processos de biorremediacdo devido a sua enorme versatilidade
metabodlica. Através de processos evolutivos 0s procariotos colonizaram e dominaram a
maior parte dos ecossistemas terrestres. O solo como um recurso natural ndo renovavel
comporta uma grande extensdo da biodiversidade que necessita ser descoberta, ele
possui uma biota que contém uma diversidade maior do que qualquer outro ecossistema
estimando-se que um grama de solo possa conter mais de 10 bilhdes de microrganismos
(COSTA, 2011; DANIEL, 2005).

Entende-se por diversidade bioldgica a variedade de espécies em um
determinado ecossistema, assim como, os vdrios genétipos dentro de uma mesma
espécie. A diversidade bioldgica nos solos pode ser explicada pelo elevado nimero de
espécies e suas contribuicdes com os processos bioquimicos no ambiente e ela pode ter
um papel importante na manutengdo da qualidade dos solos auxiliando na identifica¢ao
de alteracdes presentes no ambiente. Estudos apontam que os microrganismos sao 0s
seres vivos mais comuns da biosfera (NUNES, 2006; WHITMAN et al., 1998). A

TABELA 1 mostra a abundancia de microrganismos em diferentes tipos de solos.
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TABELA 1 - Abundancia de microrganismos em diferentes tipos de solos.

FONTE DE DNA CELULAS POR cm’®
Solo de Floresta 48x10°
Solo de Floresta (procariotos cultivaveis) 1,7x 10"
Solo de Pastagem 1,8 x 10"
Solo Aravel 2,1x10"
Sedimento Marinho 3,1x10°
Sedimento Marinho (fazenda de peixes) 7,7 x 10°
Tanque de Cristalizacao de sal (22% de salinidade) 6,0 x 10°

*QOs dados sao estrapolagdes de resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia.

(FAORO, 2006).

O metabolismo e a sobrevivéncia dos microrganismos do solo sdo diretamente
influenciados por mudangas desses ambientes. Variagdes na disponibilidade de dgua,
pH, o tipo e as propriedades do solo afetam a microbiota presente no ambiente.
Portanto, o estudo da diversidade procaridtica em diferentes ambientes € essencial para
o entendimento da funcdo desses microrganismos € como eles se adaptam a cada solo
(COSTA, 2011; DANIEL, 2005).

A diversidade de microrganismos pode diminuir ou ter seu funcionamento
afetado em decorréncia de atividades antrdpicas, o que resulta em desequilibrios
ecologicos de consequéncias imprevisiveis e até na extingdo de espécies essenciais na
manutencdo do ecossistema. A poluicio dos solos afeta a comunidade de
microrganismos podendo reduzir a abundancia de espécies, extinguindo individuos nao
adaptados ao estresse imposto e também favorecendo o enriquecimento de espécies
mais adaptadas. O tempo que o ecossistema leva para retornar ao seu estado inicial
define sua resiliéncia; quanto maior esse tempo, menor sua resili€éncia, embora, a
relacdo entre a diversidade das comunidades de microrganismos e sua resiliéncia ndo

esteja bem definida (ATLAS, 1984; CURY, 2002).
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3.3 Perfil ecoldgico baseado no 16S rRNA

Na busca por conhecimento do mundo microbiano intensificaram-se os estudos
acerca dos microrganismos e para resultados confidveis tornou-se necessario a escolha
de um relégio molecular ideal para as inferéncias sobre relagdes evolutivas entre os
microrganismos. O RNA ribossomico (rRNA) é muito utilizado para andlises
filogenéticas, especialmente em procariotos, ele possibilitou maior entendimento sobre
a diversidade desses organismos nos mais diversos ecossistemas. O sequenciamento do
gene /65 rRNA, e o seu uso como um marcador molecular trouxe um enfoque
filogenético a taxonomia bacteriana e forneceu informagdes importantes sobre a relacao
taxondmica, o papel ecoldgico e a evolugdo de procariotos encontrados em amostras
ambientais, sem necessitar de isolamento ou cultivo. Os seres vivos sdo classificados
em trés dominios de acordo com analises do rRNA, sdo eles: Bactéria, Archaea e
Eucaria, os dois primeiros siao exclusivamente microrganismos procariéticos (WOESE,
1987; PACE, 1997; COSTA, 2011).

As moléculas de rRNA sdo evolutivamente muito antigas e constituem parte dos
ribossomos, estrutura fundamental na vida dos organismos vivos pois € responsavel pela
sintese proteica. O grande interesse evolutivo em torno dos RNAs ribossomais para
estudos filogenéticos é devido a algumas caracteristicas: os TRNAs sdo indispensaveis
na sintese protéica, sendo assim, sdo funcionalmente e evolutivamente homdélogos nos
seres vivos, estes genes ndo sdo passiveis a transferéncia lateral, esses genes possuem
sequéncias de nucleotideos altamente conservadas, no entanto possui fragdes varidveis o
que permite a diferenciacdo entre géneros diferentes (WOESE, 1987).

O gene 16S rRNA, tem sido utilizado para andlises de diversidade de
microrganismos em amostras ambientais, pois apresenta as caracteristicas necessarias
para uma andlise de confianca. Em bactérias esse gene intercala 9 regides conservadas e
9 regides varidveis (FIGURA 1). Essas regides de alta variacdo apresentam tamanho
entre 50 e 100 bases, as areas varidveis podem ser utilizadas em estudos das relacdes
evolutivas entre organismos proximos, enquanto as conservadas podem revelar relacoes

antigas entre duas moléculas (PETROSINO, 2009).
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FIGURA 1 - Regides conservadas e varidveis do gene /65 rRNA. Regides conservadas

(C1 — C9) sdo mostradas em cinza, regides varidveis (V1 — V9), estdo em cores

diferentes.

1phb
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Adaptado: (PETROSINO, 2009)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do solo

A coleta do solo foi realizada na fazenda Itaquer€, pertencente a Usina Santa F¢,
localizada na cidade de Nova Europa. O local de coleta estd 4 480 metros de altitude,
nas coordenadas 21°49°35,17”S e 48°36'41,06” O, era utilizado como um canal de
irrigacdo que transportava a vinhaga da usina até o ponto de aplicacdo na drea de
plantio. O solo foi coletado a uma profundidade de 0 a 20 cm. Foram utilizados tubos
tipo PVC com as medidas de 0 a 20 cm, previamente tratados em hipoclorito de s6dio
5%, lavados com 4gua corrente e secos. Imediatamente apds a coleta, as extremidades
dos tubos foram vedadas com fita adesiva para preservar o solo. A coleta foi realizada

aproximadamente 15 dias apds o termino da safra, portanto ndo havia vinhaga no local.

4.2 Analise do solo

A andlise quimica do solo foi realizada pelo Laboratério de Anélise de Solo e
Planta do Departamento de Solos e Adubos, localizado na Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista de Jaboticabal. A amostra foi
seca protegida da umidade conforme orientacao do laboratério, durante um més antes de

serem enviadas para a andlise.

4.3 Extracio do DNA metagenomico

A extracdo do DNA metagendmico presente na amostra de solo foi realizada
utilizando-se o FastDNA® SPIN Kit (for soil) (BIO 101-QUANTUM
BIOTECHNOLOGIES), seguindo as instru¢des recomendadas pelo fabricante.
Posteriormente realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 0,8% para averiguar a

eficiéncia da extracdo. Ao final, as amostras foram mantidas a -20°C.



18

4.4 Amplificacao por PCR do gene 16S rRNA

Para amplificacdo do gene 16S rRNA, foi utilizada a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). A reacdo de PCR foi realizada utilizando 30 ng de DNA
metagendmico previamente extraido dos microrganismos presentes no solo, a reacio
continha: tampao de PCR 1X, (20 mM Tris-HCI pH 8,4, contendo 50 mM KCI), 200
uM de cada dNTP, 3,0 mM de MgCl2, 7,5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 1U
de Taq DNA polimerase e 4gua MILLI-Q autoclavada para completar um volume final
da reacdo de 20 pL. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para a ampliacdo de
gene da subunidade ribossomal 16S estdao assim descritas em (YOUNG et al.; 1991): o
primer Forward Y1 (5’-TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC-3’), que corresponde
a regido 20 — 43 da sequéncia do 16S rRNA de Escherichia Coli e o primer Reverse Y2
(5’—CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT=-3’), que corresponde a regido 361 - 338. A
amplificacdo do gene /6S rRNA foi realizada em um termociclador MJ Research, Inc.,
modelo PTC-100 utilizando-se a seguinte sequencia de ciclos: 2 minutos a 95°C, 35
ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a 65°C e 1 minuto e 30 segundos a 72°C e
uma extensao final por 5 minutos a 72°C. O perfil eletroforético dos fragmentos
amplificados foi realizado aplicando-se uma aliquota da reacdo de um gel de agarose
1,5%. Como padrao de tamanho molecular foi usado 1 kb DNA “Ladder” (GIBCO Life
Technologies); as eletroforeses foram conduzidas a voltagem constante de 80 V, durante
aproximadamente 90 minutos. Os géis foram visualizados e registrados através do

sistema de documentacio de géis (GEL DOC BIO-RAD).

4.5 Purificacao dos amplicons 16S rDNA

A purificagdo dos fragmentos correspondentes ao gene /6S rRNA foi realizada
apos trés reacdes de PCR com volume final de 15 pL cada, totalizando 45 pL de reagcdo
da amostra de solo, o amplicon resultante tem tamanho de aproximadamente 350 bases.
Para a purificacdo do fragmento amplificado foram adicionados 55 pL de tampao de
carregamento ao volume final de 100 pl. O produto amplificado foi separado em gel 1%
de agarose com baixo ponto de fusdao (Low Melting Point). Ao lado da canaleta
contendo o padrdao molecular de 1 kb (Invitrogen), uma aliquota de 8 pLL de amostra foi

aplicada. O volume restante da amostra foi aplicado nas canaletas ao lado. A
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eletroforese foi realizada utilizando: tampao TBE 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico 89
mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), sem a presenca de brometo de etideo no gel e no
tampao, durante 4 horas, a 60 V constante. Ao término da eletroforese, as canaletas
contendo o padrao molecular e as aliquotas das amostras foram separadas do gel e
coradas com brometo de etideo (0,5 mg/mL), durante 10 minutos. A visualizacdo do
perfil eletroforético do gel foi feita em luz UV e a regido dos fragmentos foi marcada.
As canaletas foram, novamente, unidas ao gel e a regido correspondente (= 350 bases)
no gel foi cortada. O gel cortado foi colocado em microtubos previamente pesados. Foi
realizada uma purifica¢do dos fragmentos seguindo o protocolo do Wizard PCR Clean-
Up System (Promega), o DNA foi estocado overnight em freezer -20°C, o material
genético foi quantificado em espectrofotdmetro modelo nanodrop 1000 (Thermo

Scientific), apresentando a concentracao final de 26,3 ng/ puL e relacdo 260/280 de 1,86.
4.6 Reacao de ligacao do inserto no vetor
O produto de PCR purificado de = 350 bases foi utilizado para a reacdo de
ligacdo utilizando o vetor pJET (Fermentas) (FIGURA 2), o qual apresenta gene de

resisténcia a ampicilina. A reagdo de ligacao foi realizada utilizando os parametros [1:3]

para inserto / vetor (15 ng/uL).

FIGURA 2 - Mapa do vetor pJET 1.2/blunt

(CloneJET™ PCR Cloning Kit - Fermentas)
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4.7 Transformaciao em Célula de Escherichia Coli DH10B

O produto da ligacao foi adicionado a um tubo estéril contendo 200 uL de célula
competente (Escherichia coli DH10B). A mistura foi gentilmente homogeneizada e
plaqueada em seguida. As células foram cultivadas em placas de petri contendo meio de
cultura s6lido LB (Luria-Bertani) e ampicilina (50 mg / ml), totalizando 5 placas. As
placas foram incubadas a 37°C durante 16 h. Apds incubagdo, os clones transformados
foram repicados com auxilio de palitos estéreis e transferidos para placas de 96 pocgos,
em cada pogo da placa foi adicionado 120 pL de meio LB com ampicilina (50 mg /ml),
a placa foi selada com adesivo e perfurado para a aeracdo das células, foram feitas 6
placas num total de 576 clones. Os clones foram incubados a 37°C, por 16 horas. Apds
o cultivo das células, adicionou-se 120 pL de glicerol 40% a cada poco. As placas

foram seladas com adesivo e estocadas a -80°C.

4.8 Extracao de DNA Plasmidial

Apés o estoque das placas, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial das
células clonadas, utilizando-se dos seguintes métodos: em uma placa com 96 amostras
foi adicionado 1 ml de meio LB com ampicilina (50 mg /ml), e com a ajuda de um
replicador estéril foi feita a replicacdo das 6 placas, as quais foram selada com adesivo e
perfuradas para a aeracdo das células e mantidas sob agitacdo orbital por 20 horas a
37°C. Apoés este periodo as placas foram centrifugadas a 3.220 x g, por 6 minutos a
20°C. A extracdo plasmidial foi realizada com o auxilio do kit Wizard® MagneSil®
Plasmid Purification System (Promega, U.S.A.) e do equipamento epMotion® 5075
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany). As amostras foram analisadas para confirmacgao

da extracdo em gel de agarose 0,8%.

4.9 Reacao de PCR e sequenciamento do inserto 16S rDNA

As reacOes de seqiienciamento foram realizadas utilizando o oligonucleotideo
iniciador especifico para a regido flanqueadora do inserto, primer “forward” do vetor
CloneJET™, Para a reagao utilizou-se: 5 pmol do iniciador “forward” do vetor; 130 ng

do produto clonado; 1 puL de bigDYE (reagente terminador fluorescente para
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sequenciamento) e 4 uLL tampao de reacdo. A reagdo totalizou um volume de 10 pL e foi
conduzida em termociclador seguindo os ciclos de cada reacao separadamente. A reacdao
contou com 25 ciclos consistindo de 96°C por 10 s (desnaturagdo); 52°C por 10 s
(pareamento) e 60°C por 4 min (extensao). Apds amplificacdo, a amostra foi precipitada
com 80 pL de isopropanol 75% e lavada com 180 pL de etanol 70% por 2 vezes. O
produto foi seco em temperatura ambiente durante 1 h. Em seguida adicionou-se 9 uL.
de Hi-Dye formamida para desnaturagdo das fitas de DNA a 95°C por 5 min, e
imediatamente as mesmas foram mantidas no gelo por 5 min. O seqiienciamento
automdtico foi realizado em um aparelho 3700 DNA Analyser ABI Prism (Applied

Biosystems).

4.10 Analises das sequéncias obtidas

Ap6s o sequenciamento os eletroferogramas obtidos foram analisados utilizando
o programa “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al., 1998). Este programa analisa os
graficos do sequenciador e gera um arquivo no formato “FASTA”. Com o auxilio do
programa contGEN, foram selecionadas apenas as sequencias com mais de 250 bases
com qualidade phred acima de 20. As regides que continham sequéncias de vetor foram
retiradas utilizando o banco de dados online UniVec (VecScreen — The univec database,
disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html), em seguida,
as sequencias foram submetidas ao conjunto de softwares DECIPHER (WRIGHT et al.,
2011), para retirada de sequéncias quimeras.

Para andlises de similaridade as sequéncias foram depositadas em dois bancos de
dados online, um deles € o banco internacional de genes, através do site National Center
for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta BLASTn (ALTSCHUL
et al. 1997), e o outro, Ribossomal Database Project 11 (RDP II) (COLE, et al. 2009),
utilizando a ferramenta Classifier (WANG, et al. 2007). Para o alinhamento e
tratamento das sequencias brutas, utilizou-se o programa BioEdit versdo 7.0.9.0 (HALL,
1999), As sequencias editadas foram submetidas ao programa MEGA 5 ©1993-2011
(TAMURA et al., 2011), onde foi elaborada uma arvore de distancia taxdmica
utilizando Neighbor Joining e Bootstrap de 1.000 repeticOes. Este software estd
disponivel para download em: http://www.megasoftware.net/, O alinhamento também

foi utilizado para construir uma matriz de distdncias, usando o programa DNAdist
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(FALSENSTEN, 1989), e esta matriz foi utilizada como entrada de dados para o
programa DOTUR (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005) para andlise de suficiéncia

amostral da diversidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracteristicas do solo

O solo coletado foi submetido a andlises para conhecimento de suas

propriedades quimicas (TABELA 2).

TABELA 2 - Anélise quimica do solo

Analises fisico-quimicas do solo

AMOSTRA pH Matéria Organica P (resina) K Ca Mg H + Al SB T
(cacl,) (g/dm?) (mg/dm?®) | (mMoldJdm?3)-—-emeeeee-
3A 6,4 19 26 10,3 106 26 12 142,3 1543

Na amostra coletada o pH encontra-se préximo a neutralidade, o que é de se
esperar, pois, o solo foi coletado no inicio do ano de 2011 quando a safra de cana de
actcar ja havia terminado e hd pelo menos 15 dias ndo passava mais vinhaga no canal
de irrigacdo. Segundo Graciano (2007) nos primeiros dias apos aplicagdo da vinhaga ha
uma acidifica¢do imediata do solo e passado esse periodo existe uma elevacao no pH,
devido a colonizacdo dos microrganismos.

A amostra analisada 3A (Solo do canal de irrigacdo de vinhaga) mostrou grande
quantidade de matéria organica em relagdo a um solo de cultura de cana sem aplica¢do
de vinhaca e profundidade de 0 — 20 cm (OMORI, 2011), resultado esperado ja que o
solo do canal de irrigacdo estava exposto as propriedades da vinhaga, que apresenta
elevada carga organica a qual € encontrada na forma coloidal, sendo rapidamente
decomposta pelos microrganismos presentes no solo. Desta maneira a elevada
quantidade de material organico ndo terd efeitos persistentes no solo devido a esta
intensa atividade microbiana (GARIGLIO, 2008).

Soma de Bases (SB) é a soma dos valores de potdssio (K*), magnésio (Mg”*) e
Cilcio (Ca®™), enquanto a capacidade de troca catidnica potencial do solo (T) representa
a capacidade total de troca de cétions (CTC (o) no solo (SB + H + A13+). A capacidade
apresentada pelo solo de troca de ions representa uma tendéncia a liberacdo de varios
nutrientes, reduzindo ou até evitando efeitos toxicos causados pela aplicacdo de

fertilizantes, favorecendo assim a manutencdo da fertilidade por um longo periodo. A
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razdo entre SB e T, demostra a porcentagem de saturacao por bases (V%), quanto maior
o valor de V mais a CTC se ocupa com os cations essenciais (SB) e pode-se dizer que
este solo € bom para nutri¢do de plantas, caso contrdrio quanto mais a CTC se ocupar
com cétions potencialmente téxicos (H', AI**

GUILHERME, 1992; RONQUIM, 2010). Pode-se dizer, com base nestas informagdes,

), mais pobre serd o solo (LOPES e

que a amostra analisada provém de um solo com boa qualidade agricola, tendo em vista

seus resultados da andlise quimica para saturagdo por bases (V= 92%).

5.2 Perfis das bactérias encontrados no solo

Dentre as sequencias obtidas para os amplicons 16S rDNA, 30 sequencias
alcancaram qualidade suficiente para as analises feitas. Utilizando essas sequéncias foi
construida uma arvore (FIGURA 3) baseada na distancia taxondmica dos organismos
estudados. Utilizando o RDP II construiram-se gréficos de frequéncia de filos (FIGURA
4), frequéncia de classes (FIGURA 5) e frequéncia de ordem (FIGURA 6) para
caracterizar os individuos presentes na amostra. Com o auxilio do software DOTUR, foi
possivel determinar o ndmero de unidades taxonOmicas operacionais (UTOs),
construindo uma curva de rarefacdo (FIGURA 7).

Foram identificadas diferentes bactérias ndo cultivdveis e também ainda ndo
classificadas, as quais foram agrupadas em dez diferentes grupos monofiléticos
(FIGURA 3). Para a maioria destes grupos foi observado similaridade com bactérias ja
caracterizadas e descritas na literatura, como: Caulobacter sp. para o grupo de
Alphaproteobacteria; Shigella flexneri para Gammaproteobacteria, Paenibacillus sp.
para Firmicutes, Acidobacteria GP1 e GPI13 para Acidobacteria, Gemmatimonas sp.
para Gemmatimonadetes; e  Streptomyces  sparsogenes, Dactylosporangium

aurantiacum para Actinobacteria.
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FIGURA 3 — Arvore fenética comparativa entre 30 sequéncias obtidas. Utilizou-se
como critério de elaboragdo da drvore o método de andlise de distancia por agrupamento
Neighbor-Joining e amostragem dos dados com 1.000 réplicas (Bootstrap). As

sequencias utilizadas como comparativo foram obtidas nos bancos de dados NCBI e
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Devido ao fato de os bancos de dados ndo possuirem sequéncias suficientes para
comparacdo de similaridade, a construcdo de arvores de distdncia taxondmica aparece

como uma alternativa razoavelmente adequada. Algumas sequéncias de 16S rRNA
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depositadas nos bancos de dados nao possuem informagdes suficientes para uma
classificacdo, informando apenas que sdo bactérias do solo. Isso reforca a ideia de que o
mundo microbiano ainda é pouco conhecido, por esse motivo a constru¢do de arvores
para tentar identificar os filos destas bactérias torna-se importante (PEREIRA, 2003;
CANNAVAN, 2007).

As 30 bactérias presentes na drvore estdo classificadas dentro de 5 filos
diferentes, sdo eles: Acidobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonadetes e
Proteobacteria. O filo proteobacteria foi o com maior nimero de representantes (43,3%)
seguido de Actinobacteria (23,3%) e Acidobacteria (23,3%), Firmicutes (6,7%) e
Gemmatimonadetes (3,3%). Os resultados obtidos no Classifier (RDP II) (FIGURA 4)
ficaram proximos aos gerados através do MEGA 5 para filos, com o aparecimento de
um novo grupo de bactérias ndo classificadas (10,0%) os restantes ficaram da seguinte
maneira: Proteobacteria (40,0%), Acidobacteria (23,3%), Actinobacteria (16,7%),
Firmicutes (6,7%) e Gemmatimonadetes (3,3%).

Solos com grande quantidade de nutrientes apresentam selecdo positiva de
Proteobacteria, que sdo bactérias com alta taxa de crescimento e € o filo mais abundante
em amostras de solo, enquanto Acidobacteria se desenvolvem bem em solos 4cidos,
com baixo teor de nutrientes e com alto teor de substratos recalcitrantes. Elas tém baixa
taxa de crescimento, mas alta capacidade de competir por substratos. Esses filos juntos
podem ser utilizados como indicativo das condi¢des nutricionais do solo, a partir da
razdo entre o nimero de Proteobacteria e Acidobacteria (ZILLI et al., 2003; PEREIRA,
2003) . Com os resultados obtidos através da construcdo da drvore e também dos
gréificos, pode-se dizer que o solo estudado € de boa qualidade microbiolégica, pois o
nimero de Proteobacteria é aproximadamente 2 vezes maior do que o ndmero de
Acidobacteria.

O filo Actinobacteria apresenta bactérias de alto teor de G+C, € considerado
muito importante devido as suas caracteristicas de producdo de diversos antibidticos,
tendo grande importancia biotecnoldgica. O filo Firmicutes apresenta bactérias com
baixo teor de G+C, estd separado em dois grupos filogeneticamente distintos,
classificados de acordo com o teor de G+C no DNA. O género Bacillus pertence a esse
filo e j4 foi descrito com grande potencial de solubilizar fésforo no solo (VAL-
MORAES et al., 2009). O DNA metagendmico representa o material genético extraido
de todos os microrganismos presente no solo e, como esse ambiente conserva a maior

biodiversidade do planeta e cerca de 1% dos microrganismos existentes sao conhecidos,
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¢ comum encontrar sequéncia de microrganismos que ainda nio foram classificados
taxonomicamente. Este fato justifica o nimero de 10,0% de microrganismos nao

classificados na amostra (HANDELSMAN, 2004).

FIGURA 4 - Frequéncia de Filos observada utilizando como parametro de andlise a

ferramenta Classifier do banco de dados RDP II.
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FIGURA 5 - Frequéncia de Classes observada utilizando como parametro de analise a

ferramenta Classifier do banco de dados RDP I1.
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FIGURA 6 - Frequéncia de Ordens observada utilizando como parametro de andlise a

ferramenta Classifier do banco de dados RDP II.
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Interessante observar que para quase todas as sequéncias uma UTO especifica foi
correspondente, contabilizando 29 unidades taxondmicas operacionais (UTOs) em 30
sequéncias analisadas (FIGURA 7). Curvas de rarefacdo fornecem uma estimativa
quantitativa relacionada ao tamanho da amostra e do quanto ela refletiu a diversidade
aparente dentro de uma comunidade. Nesta andlise a riqueza de filotipos foi verificada
por meio do método de rarefacio ao nivel de 95% de similaridade, a curva foi
ascendente ndo atingindo o platd, o resultado apresentado indica que o nimero de
sequéncias analisadas ndo € suficiente para representar a comunidade total do ambiente
analisado, resultado esperado ja que um grama de solo pode apresentar de 2000 a 5000
UTOs, (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2006; ROESCH, 2007; CANNAVAN, 2007
ROESCH et al., 2007). Contudo, é provdvel que a diversidade total deste ambiente seja
alcancada com menos de 2000 UTOs, visto que na curva de rarefacdo o resultado de
20% de diferenca ja mostre indicios de que logo atingird o platd. Este pensamento €
sustentado no fato de que o solo ficou exposto por um longo periodo a condicdes
adversas, devido ao escoamento de vinhaga, isso pode ter causado impacto negativo na

comunidade de microrganismos do ambiente estudado.
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FIGURA 7 - Curvas de rarefacdo calculadas pelo programa DOTUR usando 95%, 90%

e 80% de similaridade para o agrupamento das sequéncias 16S rDNA.
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6. CONCLUSAO

e Uma boa representacdo da diversidade foi alcangada, consistindo em cinco
filos diferentes: Proteobactéria como maior representante, Acidobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes e Gemmatimonadetes;

e A andlise apresentou também microrganismos nao classificados, por se tratar
de uma amostra metagendmica.

e A andlise de solo mostrou boa capacidade de troca de cétions (CTC) no solo;

e Utilizando microrganismos como bioindicadores, o ambiente estudado

apresenta bons resultados qualificadores;
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