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RESUMO

Diversidade e abundéancia de fixadores de nitrogénio de vida livre e micro-
organismos amoénio oxidantes em solos de Mata Atlantica do
Estado de Sao Paulo

A estrutura das comunidades de arquéias e bactérias amonio oxidantes (AOA e
AOB, respectivamente) e de bactéria fixadoras de nitrogénio de vida livre (BFNVL)
foi avaliada em amostras de solo coletadas em trés areas de Mata Atlantica do
Estado de Sdo Paulo (Santa Virginia, Picinguaba e Restinga) por meio de
metodologias independentes de cultivo. Apos a extragdo do DNA do solo, o perfil
das comunidades de AOA, AOB e BFNVL foi acessado por PCR-DGGE e seus
respectivos genes, amoA, 16S DNAr e nifH, quantificados por meio de qPCR. Além
disso, foi realizado o pirosequenciamento do gene 16S DNAr da regido V3 em
arquéias e da regidao V4 de bactérias. Os dados foram submetidos as analises de
redundancia (RDA) e similaridade (ANOSIM) e ao teste de Mantel. Foram
observadas diferengas significativas na estrutura das comunidades de AOA, AOB e
BFNVL, sugerindo que a cobertura vegetal, assim como os atributos fisico-quimicos
do solo, influencia a atividade destes micro-organismos nas trés areas. Santa
Virginia e Picinguaba apresentaram maior abundéncia de AOA e AOB, sendo AOA
proporcionalmente mais abundante do que AOB em todas as areas. Ja as
comunidades de BFNVL foram mais abundantes em Santa Virginia e Restinga. A
diversidade das comunidades de Crenarchaeota foi similar entre as areas, porém,
Picinguaba revelou maior diversidade de unidades taxonémicas operacionais
(UTOs). Este trabalho possibilitou uma primeira exploragdo da diversidade e
abundancia das comunidades de AOA, AOB e BFNVL nos solos de Mata Atlantica
do Estado de Sao Paulo, sendo que as informacdes obtidas poderao auxiliar futuros
estudos sobre o entendimento do papel destas comunidades no ciclo global do
nitrogénio na Terra.

Palavras-chave: amoA; nifH; 16S DNAr; gPCR; DGGE; Pirosequenciamento
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ABSTRACT

Diversity and abundance of the free-living nitrogen-fixing bacteria and
ammonia-oxidizing microorganisms in Atlantic Forest soils of the Sao Paulo
State

The community structure of ammonia-oxidizing archaea and bacteria (AOA and
AOB, respectively) and free-living nitrogen-fixing bacteria was evaluated in soil
samples collected in three areas of Atlantic forest of Sdo Paulo (Santa Virginia,
Picinguaba and Restinga) using culture-independent molecular techniques. After
DNA extraction from the soil samples, AOA, AOB and BFNVL profiles were accessed
by PCR-DGGE, and their respective genes (amoA, nifH and 16S rDNA) were
quantified by qPCR. In addition, it was performed the pyrosequencing of the 16S
rDNA variable V3 and V4 regions of archaea and bacteria, respectively. The data
were subjected to redundancy analysis (RDA); analysis of similarity (ANOSIM); and
the Mantel test. There were significant differences in the AOA, AOB and BFNVL
community structure, suggesting that the vegetation cover and the physical and
chemical attributes of soil influences the activity of these micro-organisms from the
three areas. AOA and AOB were more abundant in Santa Virginia and Picinguaba,
and AOA was more abundant than AOB in all areas. On the other hand, BFNVL
communities were more abundant in Santa Virginia and Restinga. The diversity of
Crenarchaeota communities was similar among the three areas, however,
Picinguaba revealed greater diversity of operational taxonomic units (OTUs). This
study allowed the first evaluation of the diversity and abundance of AOA, AOB and
free-living nitrogen-fixing bacteria communities in the soils of the Atlantic Forest of
the Sdo Paulo State, Brazil. The information obtained here will support future studies
focused on the role of these communities in the global nitrogen cycle on Earth.

Keywords: amoA; nifH; 16S DNAr; gPCR; DGGE; Pyrosequencing
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1 INTRODUGAO

Os micro-organismos do solo sdo considerados essenciais nos ciclos
biogeoquimicos globais, promovendo a disponibilizacdo de nutrientes dentro das
cadeias tréficas em sistemas aquaticos e terrestres.

No ciclo do nitrogénio a transformacéo deste elemento pela microbiota do solo
ocorre de varias formas como, por exemplo, pela fixacdo biolégica do N, e pela
nitrificacdo. Na fixagdo biolégica do nitrogénio, o N, atmosférico é convertido em
amonio (NH;") por meio de diazotréficos bacterianos de vida livre ou simbidticos
(ZHANG et al., 2006). Embora a maior parte do nitrogénio fixado em ecossistemas
terrestres seja conduzida por bactérias simbidticas em associagdo com plantas, tais
como as leguminosas, as bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre (BFNVL) do
solo tém mostrado sua importdncia na provisdo do nitrogénio em varios
ecossistemas (CLEVELAND et al., 1999). Nestes micro-organismos, os genes nif
sdo responsaveis pela codificacdo de duas subunidades da nitrogenase que séo
altamente conservadas (FALKOWSKI; FENCHEL; DELONG, 2008). Estudos
filogenéticos baseados nestes genes mostraram resultados similares aos obtidos a
partir do gene 16S RNAr e, por isso, o gene nif, passou a ser utilizado para a
caracterizacao da diversidade de bactérias diazotréficas (ZEHR et al., 2003).

A nitrificacédo € outra etapa do ciclo do nitrogénio em que 0s micro-organismos
do solo participam ativamente, convertendo aménio (NH4") em nitrato (NO3’). Os
micro-organismos que participam desta transformagdo sdo denominados amdnio
oxidantes. Este processo consiste de duas fases. Na primeira, o NH;" é oxidado em
nitrito (NO3") e, na segunda, o NO;, € oxidado em NOg3'. Alguns estudos tém sugerido
que a oxidacdo do NH4  no solo & impulsionada primordialmente por arquéias
amodnio oxidantes (AOA) (TOURNA et al., 2008), enquanto outros apontam o papel
das bactérias amdnio oxidantes (AOB) (JIA; CONRAD, 2009).

A oxidagdo do NH;" em hidréoxido de aménio (NH;OH) por AOA e AOB é
mediada pelo produto da expressao do ‘operon’ amo (aménio oxidase), que é
composto pelos genes amoA, amoB e amoC (LEININGER et al., 2006). Uma vez
que o gene amoA é conservado entre estes micro-organismos, ele se tornou alvo de
estudos independentes de cultivo, sendo usado como marcador molecular para o
acesso de comunidades de AOA e AOB (FRANCIS et al., 2005).
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Embora varios estudos tenham focado sobre a diversidade de AOA, AOB e
BFNVL em varios ambientes, informacgdes desta natureza sdo ainda desconhecidas
para varios ecossistemas, tais como os que compdéem a Mata Atlantica. A Mata
Atlantica é considerada um dos biomas mais ricos e antigos do mundo, sendo
formado por ecossistemas diferenciados e caracterizados, principalmente, pelas
condigdes locais de clima e relevo (DUBOIS, 2008). Em suas florestas, os solos sédo
heterogéneos e ricos em diversidade microbiana (NACKE, 2011), sendo esta fragéo
essencial na disponibilizagdo dos nutrientes, principalmente o nitrogénio, para a
fauna e flora (TONHASCA JR., 2005). Neste contexto, o objetivo do presente
trabalho foi estudar a diversidade e abundancia das comunidades de AOA, AOB e

BFNVL em solos de trés areas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Revisao bibliografica
2.1.1 Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica € um dos biomas mais ricos e antigos do mundo, sendo
formado por ecossistemas diferenciados e caracterizados, principalmente, pelas
condicdes locais de clima e relevo. Este bioma € encontrado no Brasil, Argentina,
Paraguai e, em menor proporg¢éo, no Uruguai. No Brasil as faixas de Mata Atlantica
se estendem pela costa do Rio Grande do Sul até o Ceara. (DUBOIS, 2008).

No Brasil pré-colonial a Mata Atlantica possuia cerca de 1,2 milhdes de
quildmetros quadrados de floresta nativa, mas atualmente esta area nao ultrapassa
os 100 mil Km? ou seja, 7% da area original. Esta reducdo se deve ao
desmatamento indiscriminado, visando a abertura de novas areas para a agricultura,
urbanizacgao e industrializagao (MIRANDA; CANELLAS; NASCIMENTO, 2007).

Os ecossistemas associados a Mata Atlantica sdo formados por florestas
ombrdfilas, que por sua vez sdo compostos por matas pluviais montanas,
submontanas e de baixada. Além disso, existem as florestas ombroéfilas mistas que
correspondem as matas sulinas, onde predominam as araucarias e lauraceas;
florestas estacionarias e semideciduas; mangues; restingas; campos de altitude;
brejos interioranos; florestas nordestinas; e ilhas costeiras e oceanicas (CAMARA,
2005).

Do ponto de vista edafoclimatico, as regides de Mata Atlantica possuem
caracteristicas bastante distintas. Por exemplo, a Serra do Mar, incluida no ‘hot spot’
Mata Atlantica, € uma regido com regime de vento, chuva e salinidade muito
heterogéneo devido as variagdes topograficas, alteragdes de fertilidade e da idade
pedogenética dos solos. Tais condigdes proporcionam uma grande heterogeneidade
ambiental que reflete no perfil das espécies de plantas e animais estabelecidos na
regido (SANCHEZ, 2001).

A importancia da Mata Atlantica reside em sua reserva biologica, que é
considerada uma das mais ricas do mundo. Contudo, esta riqueza demanda uma
alta quantidade de nutrientes dentro da cadeia trofica (TONHASCA JR., 2005), os
quais sao fornecidos, principalmente, via solo. Os solos de Mata Atlantica sao ricos
em matéria organica que é um dos constituintes fundamentais da fertilidade do
sistema (MIRANDA; CANELLAS; NASCIMENTO, 2007). Além disso, estes solos se
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distinguem de outras formagdes geologicas pela alta diversidade e atividade
microbiana (TONHASCA JR., 2005).

Dentro deste complexo formado pela matéria organica e pela diversidade
microbiana, nem todos os elementos encontrados nos solos de Mata Atlantica estao
prontamente disponiveis para as plantas como, por exemplo, o nitrogénio
(MIRANDA; CANELLAS; NASCIMENTO, 2007, GAMA-RODRIGUES et al., 2008).
Neste ponto, as comunidades microbianas do solo exercem um importante papel na
disponibilizacdo dos elementos dentro da cadeia tréfica, tornando fauna e flora
altamente dependentes destas comunidades (TONHASCA JR., 2005).

2.1.2 Comunidade microbiana do solo

O sistema solo € um ambiente heterogéneo e um dos mais ricos em
diversidade microbiana (NACKE, 2011). Neste sistema, os micro-organismos
participam da decomposi¢cdo da matéria organica, formacédo do solo, ciclagem de
nutrientes, interagdes com plantas (WARDLE et al., 2004, FEENEY et al., 2006, VAN
DER HEIJDEN et al., 2008, HARRIS, 2011) e manutencgao da resiliéncia do sistema
(CHAER et al., 2009). Solos com altos teores de biomassa microbiana sao
considerados mais estaveis microbiologicamente, tendo seu funcionamento menos
afetado apods perturbagdées (GRIFFITHS et al.,, 2000, CHAER et al.,, 2009).
Entretanto, o desmatamento e o uso inadequado do solo podem prejudicar essas
comunidades e, consequentemente, limitar suas atividades (DANIEL, 2005, CHAER
et al., 2009, WESSEN; HALLIN, 2011).

Em solos de florestas e agricolas, as comunidades microbianas contribuem
para o crescimento de plantas por meio da disponibilizacdo de nutrientes (VAN DER
HEIJDEN et al., 2008) ou supressao de doencas (GARBEVA; VEEN; ELSAS, 2004).
Neste ultimo ponto, alguns trabalhos tém apontado que as plantas recrutam
ativamente micro-organismos benéficos do solo em sua rizosfera, visando suprimir o
ataque de patégenos (MENDES et al., 2011). Considerando que essa supressao é
proporcional a abundancia e diversidade das comunidades microbianas presentes
no solo (GARBEVA; VEEN; ELSAS, 2004), ela pode responder pela saude das
plantas que compdem uma floresta.

A estrutura e a funcionalidade das comunidades microbianas variam de acordo

com as propriedades do solo (pH, temperatura e teor de oxigénio), assim como o
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seu tipo de uso e ocupacao (HAYDEN et al., 2010). Além destes fatores, a matéria
organica do solo, oriunda principalmente de material vegetal, € conhecida como uma
importante fonte de energia para os micro-organismos do solo, principalmente para

os envolvidos nos ciclos biogeoquimicos terrestres (RASCHE et al., 2011).

2.1.3 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio é o quinto elemento mais abundante do sistema solar e dentro dos
organismos € essencial para a sintese de diversos compostos, como os acidos
nucléicos e proteinas (ZEHR; KUDELA, 2011). O ciclo biogeoquimico desse
elemento é quase que inteiramente dependente de reagbes de oxi-redugao
mediadas por micro-organismos (CANFIELD et al, 2010).

Devido o nitrogénio elementar (N2) ser inerte, o nitrogénio na forma de nitrato
(NO3") ou amédnio (NH,") torna-se um fator limitante para a produtividade primaria em
ambientes aquaticos e terrestres (FALKOWSKI; FENCHEL; DELONG, 2008). Por
iISSO 0S micro-organismos sao considerados essenciais na disponibilizacdo do
nitrogénio em sistemas aquaticos e terrestres, onde atuam na conversdo do N
atmosférico em NH;" (LAM; KUYPERS, 2010, ZEHR; KUDELA, 2011).

2.1.3.1 Fixagao biolégica do nitrogénio

De todas as variaveis que apontam 0s micro-organismos como elementos
chave no ciclo do nitrogénio, uma das mais importantes € a fixagao biolégica do
nitrogénio. A fixagao biologica é realizada pelos micro-organismos simbioticos e os
de vida livre, sendo responsavel pela entrada de 97% de todo nitrogénio encontrado
em ecossistemas terrestres (CUSACK et al., 2009, REED et al., 2011). A fixacao
simbidtica do nitrogénio ocorre pela associacao dos micro-organismos com algumas
espécies de plantas como, por exemplo, as leguminosas (SPRENT; STRENT, 1990).
Ja os fixadores de nitrogénio de vida livre, comumente chamados de nao
simbidticos, atuam sobre superficies de plantas, material organico em decomposicao
e solo (BARRON et al., 2008), sendo muito importantes para a entrada do nitrogénio
em ambientes florestais (REED et al., 2007).

A fixacdo biolégica do nitrogénio € catalisada pela enzima nitrogenase que
requer ferro e molibdénio como co-fatores. A reacdo resultante é altamente

exergdnica, com elevada energia de ativagdo, a qual € inibida na presenca de
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oxigénio (CANFIELD, 2010). Nesse processo, 0os genes nif s&o responsaveis pela
codificagdo de duas subunidades da nitrogenase que sao altamente conservadas, os
quais sdo encontrados nos microrganismos fixadores de nitrogénio (FALKOWSKI;
FENCHEL; DELONG, 2008). Entre os genes nif estdo os genes nifD, nifH e nifK, que
séo todos codificadores das proteinas do complexo nitrogenase (SARITA et al.,
2008). O complexo nitrogenase é composto por duas unidades basicas: uma ferro-
proteina, que coleta a forga redutora e a energia; e uma proteina ferro-molibdénio,
que coleta e reduz o substrato (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A filogenia obtida a
partir de genes nif mostrou ser similar a obtida pela filogenia baseada no gene 16S
RNAr e, por isso, o gene nif, passou a ser utilizado para a caracterizagdo da
diversidade de bactérias diazotréficas (ZEHR et al., 2003).

2.1.3.2 Nitrificagao e desnitrificagao

A nitrificagédo € outra etapa do ciclo do nitrogénio em que 0s micro-organismos
possuem um importante papel, promovendo a conversdgo do aménio (NH;") em
nitrato (NOj3). Os micro-organismos que participam desta transformagdo séao
denominados aménio oxidantes. Este processo consiste em duas etapas. Na
primeira, o amdnio é oxidado em nitrito (NO2") e, na segunda, o NO; € oxidado em
NOs. Cada etapa é realizada por grupos especificos de micro-organismos, todos
classificados como quimiolitoautotréficos. As duas reagdes necessitam de oxigénio
como aceptor terminal de elétrons (CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010, LAM;
KUYPERS, 2010, CAVICCHIOLI, 2011), sendo que os elétrons e prétons derivados
da oxidagdo do NH;" e NO3 sdo utilizados pelos micro-organismos para fixar o
carbono na auséncia de luz, sendo, por isso, chamados de quimioautotroficos
(CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010).

A nitrificacdo ocorre predominantemente em ambientes aerébios. No entanto,
sabe-se que comunidades microbianas nitrificantes encontradas em sedimentos de
estuarios sdo responsaveis pela oxidacdo do NH4" sob diferentes niveis de oxigénio
(ABELL et al., 2010).

Depois de gerado, o NO3™ pode ser reduzido na auséncia de oxigénio por varios
micro-organismos, sendo usado como aceptor final de elétrons na respiragcdo num
processo chamado de desnitrificacdo (CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010).

Na desnitrificacdo estdo envolvidos mais de 60 géneros de arquéias e bactérias,
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bem como alguns eucariotos (fungos e protozoarios). Esse processo envolve quatro
metaloenzimas: nitrato redutase dissimilatoria, nitrito redutase, 6xido nitrico redutase
e oxido nitroso redutase. O N>O é um intermediario obrigatorio da desnitrificagéo e é
considerado um importante gas de efeito estufa (WUEBBLES, 2009, CODISPODI,
2010).

A nitrificacdo e desnitrificacdo sdo afetadas diretamente pelas caracteristicas
do solo, como a aeracédo, temperatura, umidade, aplicacdo de fertilizantes, matéria
organica, relagdo C/N e presengca de elementos tdxicos aos micro-organismos
(SNYDER et al., 2009).

2.1.3.3 Oxidagao anaerébica do nitrogénio (Anammox)

Uma rota alternativa do nitrogénio fixado € encontrada em um grupo de
bactérias conhecidas como Planctomicetos. Neste grupo a oxidagdo do NH," é
acoplada a redugdo do NO;, num processo chamado de ‘anammox’ (Anaerobic
Ammonium Oxidation) (KLOTZ; STEIN, 2008, KUENEN, 2008). Esse processo pode
dominar a produgdo de N, em ambientes aquaticos (DALSGAARD et al., 2003;
KUYPERS et al., 2003; STEVENS; ULLOA, 2008), sedimentos marinhos
(HIETANEN; KUPARINEN, 2008, RICH et al, 2008) e mares congelados
(RYSGAARD et al., 2008). Devido a combinagdo do amdnio com o nitrito, neste
processo nao ocorre a producao de N,O (STROUS et al., 2006). Por outro lado, a
distribuicdo, diversidade e atividade de ‘anammox’ em ambientes terrestres
permanecem ainda pouco conhecidas (HUMBERT et al., 2010). Juntas, a
desnitrificagao e ‘anammox’ encerram o ciclo do nitrogénio, com o retorno do N para
a atmosfera (CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010).

2.1.4 Bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre (BFNVL)

Embora a maior parte da fixacao de nitrogénio ser através da associacao de
bactérias com leguminosas, as entradas deste elemento via fixagdo por bactérias
fixadoras de nitrogénio de vida livre (BFNVL) (diazotréficas) sao muito importantes
para a manutencao da fertilidade em varios ecossistemas (CLEVELAND et al. 1999).
Entre estes micro-organismos podem ser citados as pseudomonas, azospirillum,
azotobacter, os quais podem fixar quantidades significativas de nitrogénio (0 a 60 Kg
N ha™ por ano) (CLEVELAND et al., 1999).
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A populagdo de BFNVL é regulada por diversos fatores, tais como predacao,
disponibilidade de nutrientes (VITOUSEK; HOWARTH, 1991, REED et al., 2007),
temperatura (KEOUGH; SCHMIDT; HICKS, 2003) e umidade (ROSKOSKI, 1980).
Além disso, a atividade fixadora de BFNVL pode ser induzida ou estimulada por
aumento da relagdo C:N ou pela disponibilidade de fontes de C facilmente
degradaveis, tais como restos vegetais e exudados de raizes (BURGMANN et al.,
2003).

Os estudos sobre a diversidade de BFNVL e os fatores que influenciam a sua
diversidade sdo muito importantes para o entendimento do movimento global do
nitrogénio em nosso planeta (ZHANG et al., 2006). Esta diversidade tem sido
acessada através da marcagao do gene nifH (ZEHR et al., 2003, ZHANG et al.,
2006, WAKELIN, 2010).

2.1.4 Dominio Archaea

A maioria dos estudos microbiolégicos ambientais tem focado a diversidade de
bactérias e fungos. Por décadas as arquéias foram erroneamente classificadas
como bactérias por possuirem caracteristicas morfolégicas semelhantes. Contudo,
estudos moleculares posteriores demonstraram que arquéias e bactérias estdo em
dominios distintos (WOESE; KANDLERT; WHEELIS, 1990, ALLERS; MEVARECH,
2005). Estes dominios podem ser diferenciados pelo RNAt, RNAr, membrana
citoplasmatica, composi¢cao da parede celular e caracteristicas de adaptagdo a
ambientes extremos (VALENTINE, 2007).

As arquéias possuem membrana citoplasmatica composta de éteres de
isopropanil de dlicerol, apenas um envoltério celular; RNAt com 1-metil-
pseudouridina no lugar de ribotimina; e varios cofatores diferentes dos relatados
para bactérias (JURGENS, 2002). Além disso, as arquéias tém prosperado durante
milhdes de anos sob condigbes extremas de salinidade, temperatura e pH, levando a
algumas infericbes de que elas exigem tais condigdes para sobreviver (DELONG,
1992). Mas é a adaptagdo ao estresse crbnico de energia, devido a baixa
permeabilidade de membrana (VALENTINE, 2007), aliada a uma via metabdlica
unica com enzimas catalisadoras exclusivas (SATO; ATOMI, 2011) que permitem a

diferenciacao de arquéias e bactérias. Sabe-se ainda, que as arquéias ndo sao
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especificos de ambientes extremos, mas que dividem os mais diferentes habitats
terrestres com bactérias e outros micro-organismos.

As arquéias representam uma fragdo consideravel da diversidade de
microrganismos em ecossistemas marinhos e terrestres, sendo importantes nos
ciclos biogeoquimicos globais (DELONG, 2006). Apesar da ampla distribuicdo das
arquéias nos ambientes terrestres, grupos especificos s&do encontrados em locais
geograficos e ecossistemas que possuem geoquimicas particulares (SCHLEPER et
al., 2005).

A maioria das linhagens de arquéias conhecida foi descrita por aproximagdes
filogenéticas moleculares, entretanto, ainda permanecem as dificuldades de cultivo
destes micro-organismos (SCHLEPER et al.,, 2005). Baseado em seu RNAr, o
dominio Archaea consiste de cinco filos distintos: Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Korarchaeota, Nanoarchaeota e Thaumarchaeota (SPANG, 2010). Em
Crenarchaeota existem espécies aerbébias e anaerdbias com ampla diversidade
fisioloégica e sdo conhecidas como hipertermdfilas, enquanto que em Euryarchaeota
predominam as espécies tolerantes as adversidades ambientais, tais como as
metanogénicas, haldfilas extremas e termoaciddéfilas (BROCHIER-ARMANET et al.,
2008). Membros de Korarchaeota ja foram encontrados em varios ambientes, mas
nenhuma espécie pode ainda ser cultivada. Nanoarchaeota € o menor dos filos e
seus representantes sdo simbiodticos, sendo Nanoarchaeum equitans o seu principal
representante (ALLERS; MEVARECH, 2005). Thaumarchaeota foi descrito
recentemente, com base em analises gendémicas e de comparagao filogenética entre
trés genomas de arqueéias amoOnio oxidante oriundas de ambientes marinhos e
termofilicos (KRUPQOVIC, 2011). Genes de Thaumarchaeota, incluindo o 16S rRNA e
os que codificam a enzima que participa da oxidagdo do amoénio, tém sido
detectados em diferentes ambientes, tais como no solo (LEININGER et al., 2006;
TREUSCH et al., 2005), estuarios, plancton marinho, fontes termais terrestres e
aquaticas (SPANG et al., 2010), o que evidéncia a participagao ativa deste grupo

microbiano no ciclo biogeoquimico do nitrogénio, especialmente na nitrificacao.

2.1.5 Arquéias e bactérias aménio oxidantes

Até pouco tempo as bactérias amdnia oxidante (AOB) eram consideradas como

os Unicos organismos responsaveis pela oxidagdo do NH;" a NO; (ERGUDER et al.,
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2009). Contudo, estudos metagendmicos apontaram a participagdo de arquéias na
oxidagdo do NH4" em ecossistemas marinhos e terrestres, surgindo a denominagéo
de arquéias amoénio oxidantes (AOA) (VENTER et al., 2004, SCHLEPER;
JURGENS; JONUSCHEIT, 2005, TREUSCH et al., 2005). A oxidagdo do NH;" em
hidroxido de aménio (NH4sOH) por arquéias e bactérias é mediada pelo produto da
expressao do ‘operon’ amo (aménio oxidase), que é composto pelos genes amoA,
amoB e amoC (LEININGER et al., 2006). Uma vez que o gene amoA é conservado
entre estes micro-organismos, ele se tornou alvo de estudos independentes de
cultivo, sendo usado como marcador molecular para o acesso de comunidades de
AOA e AOB (FRANCIS et al., 2005).

Estudos sobre o gene amoA revelaram a composicdo das comunidades de
AOA e AOB em varios ambientes, tais como o solo (LEININGER et al., 2006),
subsolo (DI et al., 2010), fontes termais (HATZENPICHLER et al., 2008), estuarios
(CAFFREY et al., 2007; SANTORO et al., 2008), ecossistemas marinhos (FRANCIS
et al., 2007; BEMAN et al., 2008), sedimentos (FRANCIS et al., 2005; PARK et al.,
2008), biofiltradores, biorreatores e sistemas de aguas residuais (PARK et al., 2006;
JIN et al., 2011).

A presenca de AOA no solo foi comprovada por Treusch et al. (2005), os quais
demonstraram que a expressdo do amoA aumentou com a adicdo de ambnia no
solo. Ja Konneke et al. (2005) foram os primeiros a isolar uma AOA do solo,
Candidatus Nitrosopumilus maritimus. Este isolado foi usado em cultura pura para
comprovar a presenca do gene amoA, e para comprovar a oxidacdo do NH;" na
auséncia de carbono organico. Leininger et al. (2006) utilizaram o gPCR para
quantificar a expressao do gene amoA de AOA e AOB em solos agricolas e
florestais, constatando que as AOA podem compor o grupo mais abundantes no
solo. Segundo Wuchter et al. (2006), a abundancia do amoA de arquéias em
ambientes marinhos é duas vezes maior que o de bactérias nitrificantes. Além disso,
copias de amoA de arquéias foram encontradas em altas proporgées nos solos do
Monte Everest a 5400 m de altitude (ZHANG et al. 2009), e em solos submetidos a
altas doses de fertilizantes nitrogenados durante anos (SHEN et al. 2008). Tourna et
al. (2011) isolaram e cultivaram Nitrososphaera viennensis que € uma arquéia
amonio oxidante encontrada no solo, dando maior subsidio as inferéncias feitas com

base na detec¢cado molecular de tais organismos.
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Existem controvérsias quanto as condi¢des predominantes para uma maior
atividade de AOA ou AOB na oxidagdo do NH4;" nos solos. Alguns estudos tém
sugerido que a oxidagédo do NH;" no solo é impulsionado primordialmente por AOA
(TOURNA et al., 2008), enquanto outros apontam que este processo é impulsionado
por AOB (JIA; CONRAD, 2009). No entanto, tais comunidades encontram-se em
equilibrio no solo, sendo uma mais ou menos funcional do que a outra, devido aos
fatores ambientais, tais como o pH (NICOL et al., 2008), salinidade (MOSIER;
FRANCIS, 2008) e concentragdo de metais pesados (LI et al., 2009, MERTENS et
al., 2009). Segundo Di et al. (2010), as arquéias e bactérias amdnio oxidantes atuam
diferencialmente sob diferentes concentragdes de nitrogénio mineral, principalmente
devido a modulagéo de seu desenvolvimento por tal fator. Dentro deste contexto, as
AOB sao favorecidas pela alta disponibilidade de nutrientes no solo, enquanto que
as AOA preferem ambientes oligotroficos, ou seja, com baixa disponibilidade de
nutrientes (VALENTINE, 2007; ERGUDER et al., 2009).

2.2 Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Departamento de Ciéncias do Solo, da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ/USP, em Piracicaba, SP,

Brasil.

2.2.1 Coleta das amostras de solo

A diversidade de comunidades de bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre
(BFNVL) e de arquéias e bactérias aménio oxidantes (AOA e AOB, respectivamente)
foi avaliada em amostras de solo coletadas em trés areas de Mata Atlantica do
Estado de Sao Paulo (Figura 1). Estas areas estao inseridas em dois nucleos dentro
do Parque Estadual da Serra do Mar e foram previamente divididas num ‘grid’
amostral identificado no projeto tematico Biota intitulado: 'Gradiente Funcional —
Composicéao Floristica, Estrutura e Funcionamento da Floresta Ombroéfila Densa dos
Nucleos Picinguaba e Santa Virginia do Parque Estadual da Serra do Mar, Estado
de Sao Paulo, Brasil', (Processo FAPESP 03/12595-7; Coordenacéao: Dr. Carlos A.
Joly — UNICAMP; e Dr. Luiz A. Martinelli — CENA/USP).

No nucleo Picinguaba (23°34’ S e 45°02° W) as amostras de solo foram

coletadas em uma area de restinga (0—5 m de altitude), que correspondeu a parcela
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‘A’ do ‘grid’ amostral, e numa area de terras baixas (50-100 m de altitude), que
correspondeu a parcela ‘E’. Ja no nucleo Santa Virginia (23°17° S e 45°11° W) as
coletas foram realizadas em uma area montanhosa (900-1000 m de altitude) (Figura
2).

Santa Virginia

Image © 2011 GeoEye

Image © 2011 DigitaiGlobe G gl -
© 2011 MapLink/Tele Atlas el OOIC
Data S0, NOAA, US. Navy, NGA, GEBCO
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Figura 1 — Foto de satélite mostrando a localizagao das trés areas de Mata Atlantica
do Estado de Sdo Paulo onde as amostras de solo foram coletadas:
Santa Virginia, Picinguaba e Restinga

Figura 2 — Foto de satélite mostrando as caracteristicas do terreno e indicagao dos
pontos de coleta por cores em cada uma das trés areas de Mata
Atlantica: (A) Santa Virginia (amarelo), (B) Restinga (verde) e (C)
Picinguaba (azul)

As amostras de solo foram coletadas em cinco pontos diferentes por area,
sendo que cada amostra recebeu uma notagao especifica (sigla) que indicou o local,
parcela e subparcela das quais pertenciam (Tabela 1). Cada amostra foi composta
de uma por¢cao de solo superficial (0-10 cm de profundidade) contendo
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aproximadamente 100 g, a qual foi coletada com auxilio de uma pa e acondicionada
em sacos plasticos. As amostras foram mantidas sob refrigeracédo a 4 °C até a

realizacdo dos experimentos.

Tabela 1 — Notacao utilizada para a identificacdo das amostras de solo coletadas em
trés areas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo

Amostra Local ‘Grid’ amostral * Sigla
1 Santa Virginia Parcela N, subparcela 92 SV1
2 Santa Virginia Parcela N, subparcela 74 SV2
3 Santa Virginia Parcela N, subparcela 96 SV3
4 Santa Virginia Parcela N, subparcela 80 SVv4
5 Santa Virginia Parcela N, subparcela 71 SV5
6 Picinguaba Parcela E, subparcela 51 PC1
7 Picinguaba Parcela E, subparcela 23 PC2
8 Picinguaba Parcela E, subparcela 39 PC3
9 Picinguaba Parcela E, subparcela 75 PC4
10 Picinguaba Parcela E, subparcela 58 PC5
11 Restinga Parcela A, subparcela 01 RE1
12 Restinga Parcela A, subparcela 22 RE2
13 Restinga Parcela A, subparcela 35 RE3
14 Restinga Parcela A, subparcela 53 RE4
15 Restinga Parcela A, subparcela 77 RE5

* As parcelas foram de 1 ha, as quais foram subdivididas em 100 subparcelas de 100 m*

2.2.2 Analise fisica e quimica do solo

As analises fisicas e quimicas das amostras de solo coletadas foram realizadas
no Departamento de Ciéncia do Solo, da ESALQ/USP de acordo com os protocolos
presentes no endereco eletrdnico <http://www.solos.esalq.usp.br/metodo.html>.
Entretanto, apenas trés das cinco amostras de solo foram utilizadas para as

analises.
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2.2.3 Quantificagao do nitrogénio mineral do solo

O nitrogénio mineral do solo (NH,;" e NO3") foi quantificado por extragdo em KCl
2 normal (N), seguida de destilagdo. Foram utilizados 10 g de solo de cada area em
50 mL de KCI 2 N, seguido de agitagdo a 200 rpm por 2 h. Apds a decantagéo das
particulas do solo, o sobrenadante foi filtrado e submetido a duas destilagdes. Na
primeira destilacdo, o amoénio foi determinado apds a adicdo de 6xido de magnésio
ao extrato, seguido de titulagdo com H,SO4 0,0025 N. Na segunda destilagdo, o
nitrato foi determinado no mesmo extrato pela adigdo de liga de Devarda que
converte o NO3  em NH4" (KEENEY; NELSON, 1982).

2.2.4 Contabilizacao e identificagcao de espécies arbdéreas presentes nas areas

Os dados sobre as espécies arboreas que ocorrem em cada uma das trés
areas de Mata Atlantica estudadas aqui foram obtidos dos “Relatérios Anuais” do
“Projeto Tematico Biota Gradiente Funcional” financiado pela FAPESP que esta sob
a responsabilidade dos Professores Coordenadores: Carlos A. Joly (Instituto de
Biologia — Universidade Estadual de Campinas/UNICAMP) e Luiz A. Martinelli
(Centro de Energia Nuclear na Agricultura/CENA — Universidade de Séo
Paulo/USP).

Em cada parcela foram identificados e contados todos os individuos arbéreos
vivos, incluindo as palmeiras e pteridéfitas (fetos arborescentes), com perimetro a
altura do peito (PAP; 1,30 m) = 15 cm (4,8 cm de diametro ao nivel do peito — 1
DAP), segundo metodologia apresentada no | Relatério Anual (JOLY; MARTINELLI,
2006). Arvores mortas em pé e ligeiramente tombadas (inclinacdo < 30 °) também
foram contabilizadas e identificadas. Além disso, a altura total e a altura do fuste
foram estimadas visualmente para cada individuo registrado.

Estes dados foram utilizados no presente trabalho para comparar a diversidade
florestal com a estrutura das comunidades de AOA, AOB e BFNVL presentes no

solo em cada uma das trés areas de Mata Atlantica estudadas.

2.2.5 Extracao de DNA das amostras de solo

A partir de cada uma das 15 amostras de solo o DNA foi extraido utilizando o
‘Power Soil DNA kit' (MoBio; EUA) seguindo a metodologia descrita pelo fabricante.
Apods a extragao, a integridade e a qualidade dos DNAs foram verificadas por
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eletroforese em gel de agarose 1,5% (w/v) por 1 h a 90 Volts em tampao TAE 0,5 x
(20 mM Tris, 10 mM acetato, 0,5 mM EDTA; pH 8), seguido de coloragdo em

brometo de etidio por 20 min e observacdo em luz ultravioleta.

2.2.6 Analise em PCR em tempo real (qPCR)

As analises em qPCR foram realizadas para quantificar os genes de interesse
nas amostras de solo das trés areas de Mata Atlantica estudadas. As reacdes foram
realizadas no equipamento RotorGene 3000 (Cobertt Research, Austradlia), do
Laboratério de Microbiologia Molecular, da ESALQ/USP, utilizando os sistema
‘SYBR Greenl'.

As reacdes de qPCR foram realizadas em 25 uL contendo 12,5 pL do ‘kit
Platinum® Quantitative PCR SuperMix - UDG’ (Invitrogen, Brasil) e 10 nM de
oligonucleotideos. Para as amplificagdes do gene amoA de AOA foram utilizados os
‘primers’ amo196F e amo277R (Tabela 2), os quais foram amplificados por
desnaturagao inicial de 3 min a 95 °C, seguidos de 35 ciclos de 15sa 95 °C; 40 s a
55 °C e 30 s a 72 °C. Ja para as amplificagdes do fragmento 16S DNAr de AOB
foram utilizados os ‘primers’ CTO189fA/CTO189fB, CTO189fC e R1 (Tabela 2), os
quais foram realizadas a 95 °C/3 min, seguidos de 35 ciclos de 30 s a 95°; 1 min a
58 °C; 45 s a 68 °C; e 5 min a 68 °C. Para as amplificagdes do gene nifH foram
utilizados os ‘primers’ FGPH19 e PolR (Tabela 2), os quais foram realizadas de 5
min a 95 °C, seguidos de 30 ciclos de 1 min a 94 °C,45sa 57 °C, 1 mina 72 °C; 7
min a 72 °C.

Para a quantificagcdo dos genes amoA, 16S DNAr (AOB) e nifH as curvas
padrdes foram obtidas por meio de amplificagbes com o numero de copias
conhecido do DNA molde adicionado nas reagdes. As diluicdes do DNA de amoA,
nifH e 16S de AOB foram utilizadas para a amplificacdo e obtencdo das curvas
padrdes. Os valores de Ct (‘cycle threshold’) obtidos para cada amostra em cada
uma das reacbdes foram utilizados para a quantificacdo absoluta do DNA de

interesse.

2.2.7 Analise em gel de eletroforese em gradiente desnaturante (PCR-DGGE)

As comunidades de AOA foram analisadas pelo fragmento do gene 16S DNAr

Crenarchaeal como marcador molecular. As reacbes de PCR foram realizadas
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utilizando ‘primers’ CrenamoA23f e CrenamoA616r, conforme protocolo descrito por
Tourna et al. (2008). A amplificacdo do gene 16S DNAr ocorreu em 50 uL de solugéo
contendo: 5 pyL de 10x Tampado Taq (750 mM Tris-HCL pH 8,8, 200 mM de
(NH4)2S0O4 € 0,1% de Tween); 2,0 uyL de 50 mM MgCl,, 0,2 pyL de ‘bovine serum
albumin’ (BSA) em 0,4 ug/pL, 0,5 pyL de 25 mM de dNTP (Life Technologies,
Carlsbad, Estados Unidos), 0,2 pL de 5 U uL" de Taq DNA Polimerase
recombinante (Bioline Life Sciences), 1 uL de cada iniciador (10 pmoles uL™) e 10 ng
de DNA . O restante do volume foi completado com agua ultra pura autoclavada. As
condi¢des de amplificagdo foram: 5 min a 95 °C; 10 ciclos de 30 s a 94 °C; 30 s a 55
°C; 1 mina 72 °C; 25 ciclos de 30 s a 92 °C; 30 s a 55 °C; 1 min a 72 °C; e 10 min
de 72 °C.

Para a andlise de PCR-DGGE de bactérias aménio oxidantes (AOB), foi
utilizado uma regido especifica do gene 16S DNAr, exclusiva para os AOB
pertencentes a subdivisdo B proteobacterias de bactérias. Foi utilizado os ‘primers’
CTO189fA/CTO189fB, CTO189fC e CTO654r (Tabela 2), com fragmento de 450
pares de bases. A amplificagdo ocorreu em 25 pL de solugao contendo: 2,5 uL de
10x tampao Taq (750 mM Tris-HCL pH 8,8, 200 mM de (NH4)>SO4 e 0,1% de
Tween), 1 uyL de 50 mM MgCl,, 0,5 uL de BSA de 0,4 pg/uL, 0,25 pL de 25 mM de
dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), 0,2 uL de 5 U pL™" de Taq
DNA Polimerase recombinante (Bioline Life Sciences), 0,50 pL de primers
CTO189fA/CTO189fB, 0,25 pL de CTO189fC e 0,75 yL de CTO654r (10 pmoles pL~
Y e 10 ng de DNA metagendmico, sendo o restante do volume completado com
agua ultra pura autoclavada. As condigdes de amplificagao foram: 1 min a 93 °C; 35
ciclos de 30 s a 92 °C; 1 min a 57 °C; 45 s a 68 °C; e 5 min a 68 °C. O produto
amplificado foi utilizado para a segunda reacdo com os primers 341f-GC e 518r
(Tabela 2). A segunda reagao ocorreu em 25 uL de solugéo contendo: 2,5 uL de 10x
Tampéao Taq (750 mM Tris-HCL pH 8,8, 200 mM de (NH4)2SO4 e 0,1% de Tween),
1,75 uL de 50 mM de MgCly, 0,5 pyL de formamida, 0,2 uL de 25 mM de dNTP (Life
Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), 0,1 uL de 5 U pL' de Taq DNA
Polimerase recombinante (Bioline Life Sciences), 1 uL de cada iniciador (10 pmoles
uL™") e 10 ng de DNA do solo, sendo o restante do volume completado com agua
ultra pura autoclavada. As condicbes de amplificacdo foram: 10 min a 95 °C; 30
ciclos de 1 mina 95 °C; 1 mina 57 °C; 3 mina 72 °C; e 30 min a 72 °C.
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Para a amplificacdo do gene nifH foram utilizados os ‘primers’ FGPH19 e PolR
(Tabela 2). A amplificagdo ocorreu em 25 yL de solugdo contendo: 2,5 pyL de 10x
tampé&o Taq (20 mM de tampéao fosfato de potassio (pH 7,4), 200 mM de KCI, 1 mM
de EDTA, 7 mM de mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,2 mg/mL de BSA, Roche), 0,05
ML de BSA, 0,2 pL de 25 mM de dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados
Unidos), 0,1 uyL de 5 U uL" de Tag DNA Polimerase recombinante (100 mM de Tris-
HCI, 15 mM de MgCl,, 500 mM KCI, pH 8,3 (20°C), Roche), 1 uL de cada iniciador
(10 pmoles pL™") e 10 ng de DNA do solo, sendo o restante do volume completado
com agua ultra pura autoclavada. As condi¢gbes da amplificagdo foram: 5 min a 94
°C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C; 1 min a 56 °C; 2 min a 72 °C; 30 min a 72 °C. Os
‘amplicons’ foram utilizados na segunda reacdo de PCR com os ‘primers’ PolF-GC e
AQER (Tabela 2). A amplificagdo ocorreu em 50 pL de solugédo contendo: 5 uL de
10x tampao Taq (20 mM tampao fosfato de potassio (pH 7.4), 200 mM de KCI, 1 mM
de EDTA, 7 mM de mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,2 mg/mL de BSA, Roche), 0,4 uL
de 25 mM de dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados Unidos), 0,16 uL de 5 U
uL" de Tagq DNA polimerase recombinante (100 mM de Tris-HCI, 15 mM de MgCl,
500 mM de KCI, pH 8,3 (20°C), Roche), 2,5 uL de cada iniciador (10 pmoles uL™") e
10 ng de DNA metagendmico, sendo o restante do volume completado com agua
ultra pura autoclavada. Os ciclos de amplificagao foram 5 min a 94 °C; 30 ciclos de 1
mina 94 °C; 1 mina48 °C; 2mina72°Ce 30 mina 72 °C.

Todos os produtos de PCR foram verificados em gel de agarose 1%. As
analises por DGGE foram realizadas no equipamento Ingeny PhorU System (Ingeny,
Goes, The Netherlands). Para a analise, foram preparados géis de poliacrilamida 6%
(w/v), com gradiente desnaturante de 15 a 55% para 16S DNAr (AOA), de 35 a 65%
para 16S DNAr (AOB) e de 40 a 65% para nifH (onde 100% de desnaturagao que
consiste na concentragdo de 7 M de uréia e 40% de formamida). Os géis foram
submetidos a eletroforese por 16 h a 100 Volts com temperatura de 60 °C. Apds
eletroforese, os géis foram corados com SYBR-gold (Invitrogen, Breda, The
Netherlands) em TAE 0,5 x no escuro por 120 min e fotografados sob Iluz

ultravioleta.



34

Tabela 2 — ‘Primers’ utilizados para a amplificagcao de diferentes alvos a partir de DNA das amostras de solo coletadas em trés
areas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo

‘Primers’ Sequéncias (5~ 3’) Alvo Referéncia
CrenamoA23f ATG GTC TGG CTW AGA CG Gene 16S DNAr (AOA) Tourna et al. (2008)
CrenamoA616r GCC ATC CAT CTG TAT GTC CA Gene 16S DNAr (AOA) Tourna et al. (2008)
CTO189fA/CTO189fB GGA GRA AAG CAG GGG ATC G Gene 16S DNAr (AOB) Kowalchuk et al. (1997)
CTO189fC GGA GGA AAG TAG GGG ATC G Gene 16S DNAr (AOB) Kowalchuk et al. (1997)
CTO654r CTAGCY TTG TAG TTT CAA AC Gene 16S DNAr (AOB) Kowalchuk et al. (1997)
3411.GC CGC GGC GGG CGG GGC GBG GBCACG BGE 6GC CTA  Geng 165 DNAr Muyzer; Dewasl; Uiterinden (1993)
518r ATT ACC GCG GCT GCT GG Gene 16S DNAr Muyzer; Dewaal; Uitterlinden (1993)
FGPH19 TAC GGC AAR GGT GGN ATH Gene nifH Simonet et al. (1991)
PolR ATS GCC ATC ATY TCR CCG Gene nifH Poly et al. (2001)
AQER ACG ATG TAG ATY TCC TG Gene nifH Poly et al. (2001)
amo196f GGW GTK CCR GGR ACW GCM AC Gene amoA Treusch et al. (2005)
amo277r CRA TGA AGT CRT AHG GRT ADC C Gene amoA Treusch et al. (2005)
R1 CGT CCT CTC AGACCARCT ACT G Gene 16S DNAr (AOB) Hermansson; Lindgren (2001)
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2.2.8 Analise estatistica

Os perfis de ‘amplicons’ obtidos do PCR-DGGE foram analisados e
comparados utilizando o programa ‘Image Quant Software’ (Molecular Dynamics,
Sunnyvale, CA, USA), visando gerar uma matriz de presenca e auséncia de bandas
A partir das matrizes geradas foram realizadas analises de nMDS (‘non-Metric
Multidimensional Scaling’) com o programa ‘Primer 6’ (Plymouth Marine, Primer,
Reino Unido), sendo adotado como estimativa de similaridade o modelo ‘Jaccard’.
Com isso, foi obtida a distribuicao espacial dos atributos fisico-quimicos, assim como
0s agrupamentos das amostras baseadas nos perfis dos genes nifH (BFNVL), 16S
DNAr (AOA e AOB) das amostras de solo. A nMDS classifica a distancia entre
objetos e usa as classificagdes para mapear objetos ndo lineares sobre uma
ordenacado espacial simplificada e bidimensional para preservar as diferencgas
classificadas e n&o as distancias originais (SHEPARD, 1966).

Adicionalmente, o indice de similaridade das comunidades de AOA, AOB e
BFNVL presentes nas trés areas estudadas foi obtido pela analise de similaridade
(ANOSIM). Esta analise teve como objetivos testar se ha diferenga significativa entre
dois ou mais grupos baseado em alguma medida de distancia (CLARKE, 1993). Ele
compara as classificagcbes das distdncias entre os grupos de amostras, como
resultado um valor de R, que mede a separagdo dos grupos, sendo a separagao

consistente e clara (R = 1) ou inexistente (R = 0). Os valores de R > 0,75 séao

comumente interpretados como grupos ‘bem separados’, R > 0,5 como ‘separados’
mas com sobreposi¢oes, e R < 0,25 como grupos com separagado inexistente
(CLARKE; GORLEY, 2001).

Visando avaliar a relagdo da comunidade microbiana estudada com a cobertura
vegetal, assim como com os atributos fisico-quimicos do solo, foi realizada a analise
de redundancia (RDA), utilizando o ‘software’ Canoco 4.5 (Biometris, Wageningen,
Holanda). Esta analise utiliza uma ordenacao linear para correlacionar a espécie
com o ambiente por somas ponderadas das pontuagdes da espécie e do ambiente,
sendo determinados quais fatores ambientais foram mais significativos para explicar
a variacao na composig¢ao da comunidade microbiana (RAMETTE, 2007).

Para correlacionar os perfis de comunidades microbianas do solo com os
atributos fisico-quimicos, assim como com a cobertura vegetal das areas foi utilizado

o teste de Mantel. Este teste compara duas matrizes que foram calculadas para a



36

mesma area, porém utilizando dois conjuntos de dados independentes, gerando um
valor de correlacdo entre as separagbes observadas, além de fornecer a
significancia desta correlagdo com base nas permuta¢des dos objetos em uma das
matrizes (MANTEL, 1967).

2.2.9 Sequenciamento parcial do gene 16S DNAr por pirosequenciamento

O DNA extraido das amostras foi amplificado com ‘primers’ franqueadores da
regido ‘V4’ do gene 16S ribossémico, utilizando os ‘primers forward’ 520F e ‘primers’
reverso 802R (Tabela 3). Com isso, os ‘primers’ adaptadores A e B, foram
adicionados na reagao, conforme o manual do fabricante do equipamento (Roche,
EUA). Ja o ‘primer forward’ utilizado para cada amostra recebeu um ‘tag’ de
identificagdo, composto por 6 a 8 bases, utilizado como identificador da origem de
cada uma das sequéncias obtidas. Para os grupos de arquéias, a regido amplificada
foi a regido V3 do gene 16S ribossdmico, utlizando o ‘primer reverso ArcR e o
‘primer forward’ foi o ArcF (Tabela 3). Cada amostra recebeu um ‘tag’ de
identificacdo, como descrito em bactérias.

A amplificacdo do 16S rRNA de arquéia ocorreu em 50 yL de uma solucéo
contendo: 5 pL de de 10x tampao Taq (750 mM Tris-HCI pH 8,8, 200 mM (NH4)2SO4
e 0,1% de Tween 20), 4 pL de 2,5 mM de dNTP (Life Technologies, Carlsbad,
Estados Unidos); 3 uL de 25 mM de MgCly; 0,5 pL de 5 U L™ de Taq Platinum DNA
Polimerase recombinante (Invitrogen); 1 pL de cada iniciador (10 pmoles pL™),
(Tabela 3); e 10 ng de DNA da amostra, sendo o restante do volume completado
com agua deionizada esterilizada. Os ciclos de amplificagdo foram de 5 min a 95 °C;
30 ciclosde 30sa95°C; 30sab558 °C;1mina72°C;e 10 mina 72 °C. Para a
amplificagdo do 16S DNAr de bactéria foram utilizados 50 yL de uma solugéo
contendo: 5 pL de 10x tampao Taq (750 mM Tris-HCI; pH 8,8; 200 mM (NH4).SOy4; e
0,1% de Tween 20); 4 uL de 2,5 mM de dNTP (Life Technologies, Carlsbad, Estados
Unidos); 3,75 uL de 25 mM de MgCly; 0,6 L de 5 U pL™' de Taq Platinum DNA
Polimerase recombinante (Invitrogen); 0,5 uL dos ‘primers’ reversos e 1 uL dos
‘primers foward’ (10 pmoles pL™"), (Tabela 3); e 10 ng de DNA extraidos das
amostras, sendo o restante do volume completado com agua deionizada
esterilizada. Os ciclos de amplificacao foram de 3 min a 95 °C; 30 ciclos de 45 s a 95
°C;1mine45sab57°C;1mina72°Ce4 mina72°C. Os produtos de PCR foram
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verificados em gel de agarose 1%. Os produtos de PCR foram enviados a empresa
Helixxa (Genomics Service Provider, Campinas, SP, Brasil) para a purificagdo e o

sequenciamento das amostras.
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Tabela 3 — ‘Primers’ utilizados nas amplificagdes a partir do 16S rRNA de arquéia e bactéria para o pirosequenciamento (JESUS et

al., 2010)

Dominio Amostra ‘Primer Foward’ Sequéncias (5" — 3’)
Bactéria SV2 520FMID1 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAT GAG AGC AYT GGG YDT AAA GNG
SV3 520FMID4 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAG CAT GAG AYT GGG YDT AAA GNG

PC2 520FMID3 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GCA TCT CTG AYT GGG YDT AAA GNG

PC3 520FMID5 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GCA GAG AGC AYT GGG YDT AAA GNG

RE2 520FMID8 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAG ATC ATC AYT GGG YDT AAA GNG

RE3 520FMID1 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GCA TGC ATG AYT GGG YDT AAA GNG

Arquéia Sv2 ArcFMID4 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CCA TCA GAG CAT GAG CCC TAC GGG GYG CAS CAG
Sv3 ArcFMID6 CGTA TCG CCT CCC TCG CGC ATC AGA TCA GAT CCC CTA CGG GGY GCA SCA G

PC2 ArcFMID1 GTA TCG CCT CCC TCG CGC ATC AGA GAG AGA GCC CTA CGG GGY GCA SCAG

PC3 ArcFMID8 CGT ATC GCC TCC CTC GCG CAT CAG AGA TCA TCC CCT ACG GGG YGC ASC AG

RE2 ArcFMID12 GTA TCG CCT CCC TCG CGC ATC AGC TGA GCT GCC CTA CGG GGY GCA SCAG

RE3 ArcFMID10 GTA TCG CCT CCC TCG CGC ATC AGA GCA GAG CCC CTA CGC CCY GCASCA G

Dominio ‘Primer’ Reverso Sequéncias (5" — 3’)
Bactéria 820R-1 CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GTA CCR GGG THT CTAATC C
820R-2 CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GTA CCA GAG TAT CTAATTC

820R-3 CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GCT ACD SRG GTM TCT AATC

820R-4 CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GTA CNV GGG TAT CTAATCC

Arquéia ArcR CTA TGC GCC TTG CCA GCC CGC TCA GTT ACC GCG GCK GCT G
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2.2.10 Analise das sequéncias obtidas por pirosequenciamento

As sequéncias do gene 16S DNAr de arquéias e bactérias obtidas por
pirosequenciamento foram processadas no Projeto Banco de Dados Ribossémico
(RDP), no pipeline pirosequenciamento (RDP, 2011). As sequéncias obtidas de
arquéias e bactérias foram submetidas ao algoritmo ‘Classifier’, no RDP (COLE et
al., 2007) e estas por sua vez utilizadas para atribuigdes taxonémicas.

Para a analise com base em unidades taxonémicas operacionais (UTOs),
inicialmente foi feito o alinhamento para cada amostra pelo software INFERNAL e
com base nestes alinhamentos, usando o PHYLIP foi construida a matriz de
distdncia. Estas etapas foram feitas usando as ferramentas dentro do RDP.
Posteriormente, a matriz de distancia foi usada como arquivo de entrada de dados
para o programa MOTHUR que agrupou as sequéncias em UTOs com um ‘cut-off’
maximo de 0,10. Depois de se obter esses dados, foi feita a distribuicdo de
frequéncia com o nivel de 3% de similaridade, o qual foi utilizado para obter a
rigueza de espécie (indice de Chao1), indices de diversidade (Shannom-Weaver) e
construir as curvas de rarefagdo e o diagrama de Venn.

Para o agrupamento das sequéncias em unidades taxonémicas operacionais
(UTOs) foi utilizado o programa MOTHUR v.1.7.2 (SCHLOSS et al., 2009), definida
por um nivel de distancia de 3%.

Os numeros de UTOs e de sequéncias da cada UTO foram computados para
o calculo dos indices de diversidade de Shannon e para a estimativa de riqueza de
espécies pelos métodos nao-paramétricos Chao (CHAO; BUNG, 2002) foram
realizados no programa MOTHUR, como também as analises de geragdo de

diagrama de Venn.

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Analise fisica e quimica do solo

De acordo com as analises granulométricas, os solos de Santa Virginia e
Picinguaba sao classificados como médio argilosos, enquanto que os da Restinga
sao classificados como arenosos (Tabela 4).

A analise de pH do solo das trés areas apresentaram valores muito similares,

com uma variagao entre 3,6 a 3,7 sendo, portanto, classificados como solos acidos.
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Da mesma forma, o teor de matéria organica foi similar entre as areas. Por outro
lado, Santa Virginia e Picinguaba apresentaram os maiores valores de soma de
bases (SB) e capacidade de troca catidnica (CTC) (Tabela 5), possivelmente devido

aos seus maiores teores de argila em comparagao com o solo da Restinga.

Tabela 4 — Resultado da analise granulométria do solo coletado em trés areas de
Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo. Os teores (g/Kg) (média + erro
padrao) das fragbes areia, silte e argila foram obtidos de trés amostras
por area de coleta. Métodos utilizados: Bouyoucos (densimetro);
S.S.S.A. Book Series: 5 Methods of Siol Analysis, Part4; Classe de
didmetro (mm) U.S.D.A

Local Areias Silte Argilas Classe de textura
Sta Virginia 559,3+16,0 123,3+11,9 317,3+£16,3 Média argilosa
Picinguaba 568,3+11,9 113,7+3,9 318,0£ 8,0 Média argilosa

Restinga 878,0+£84 46,7+134 753 +14,7 Arenosa




Tabela 5 — Resultado da analise quimica dos solos coletados em de trés areas de Mata Atlantica do Estado de S4o Paulo
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] MO (P S) (K Ca Mg Al H+AI SB CTC)
Area pH
g.dm? mg.dm™ mmolc.dm™

Sta Virginia 3,6+0,1 70,3+8,0 15,3+1,2 9,7¢+0,9 2,0+0,3 2,3+0,3 2,3+0,3 23,3+0,7 146,3+12,9 6,6+1,0 153,0+12,9
Picinguaba 3,6+0,1 63,7+3,9 13,0+2,5 13,0+0,6 1,7+0,2 2,3+0,3 2,0t0 20,4+0,6 139,3+3,2 6,0+3,5 145,4+2)7

Restinga 3,7¢0,1 62,0+4,0 5,3+0,3 5,3+0,3 0,8+0,1 1,0¢0 1,00 16,5¢1,6 104,7t12,4 2,8+0,1 107,6%£12,4
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Em relacdo ao nitrogénio mineral do solo, foi observado que a concentragao de
nitrato foi significativamente maior em solos de Picinguaba e Santa Virginia (P <
0,01), enquanto que a concentracdo de amodnio ndo deferiu entre as areas (P =
0,162) (Tabela 6). A baixa concentracdo de nitrato na Restinga pode ser resultado
das condigdes de alagamento desta area, o que pode gerar uma grande abundancia
de sitios de anaerobiose em seu solo, inibindo o processo de oxidacdo NH;" e,
consequentemente, a geracao de NO3". Em contraste, nas areas de Santa Virginia e
Picinguaba ocorre um predominio de condigdes aerdbias, o que disponibiliza o
oxigénio para AOA e AOB, possibilitando a constante formacado de NO3s™ (ABELL et
al., 2010). Outro fator que pode atuar de maneira determinante neste balango € o
consumo diferencial do NO3s™ gerado a partir da mineralizagédo da matéria organica.
Uma vez que este NO3 é consumido pela desnitrificagdo em areas sob anaerobiose
(CANFIELD; GLAZER; FALKOWSKI, 2010), isto deve ocorrer preferencialmente na

area de Restinga, o que também limita a detecgao deste composto no solo.

Tabela 6 — Concentragao (ug/g de solo) (média + erro padrao) de amdnio e nitrato
em trés areas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo

Area Aménio Nitrato
Santa Virginia 26,3+t4,2a 116,6 £+ 12,3 a
Picinguaba 53,7+ 12,6 a 125,7 + 16,4 a
Restinga 36,5+9,7a 254 +48b

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (a < 0,05)

A analise paralela dos dados fisicos e quimicos do solo foram posteriormente
usadas para auxiliar na interpretagcdo dos resultados sobre abundancia e padrao
estrutural das comunidades de AOA, AOB e BFNVL.

2.3.2 Abundéncia de AOA, AOB e BFNVL

A abundéncia de AOA, AOB e BFNVL nos solos das trés areas de Mata
Atlantica estudadas foi determinada qPCR dos genes amoA, 16S DNAr e nifH,
respectivamente. A eficiéncia de amplificacdo dos genes foi de 1,02 (amoA), 1,08
(16S DNAr) e 0,99 (nifH). O valor de regresséo logaritmica das curvas obtidas (R?)
foi de 0,99 para todas as quantificacées.

Os genes amoA de AOA e 16S DNAr de AOB foram mais abundantes nas

amostras de solo de Santa Virginia (valores em log de 4,36 e 4,50 cépias/g de solo,
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respectivamente) e Picinguaba (valores em log de 4,79 e 4,48 copias/g de solo,
respectivamente) em relagéo a Restinga (valores em log de 3,06 e 2,70 copias/g de
solo, respectivamente) (Figura 3). Esta menor ocorréncia de BFNVL na Restinga
corrobora com a menor ocorréncia de nitrificacdo nesta area, como o proposto com
base nas quantificacdes de NOs” e NH,", indicando que as condicdes fisico-quimicas
sdo limitantes para a ocorréncia deste processo. Estas inferéncias corroboram as
observagdes de Szukics et al. (2011) que verificaram que a abundéncia de AOA foi

significativamente reduzida quando o solo de floresta atingiu 70% de umidade.

m Santa Virginia
@ Picinguaba
O Restinga

Logaritimo do n°® de copias/g de solo
w
—

amoA de AOA 16S DNArde AOB

Genes

Figura 3 — Logaritimo do numero de copias (média £ erro padrao) dos genes amoA
de AOA e 16S DNAr de AOB encontrado por grama de solo de trés areas
de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo. Barras do histograma seguida
de mesma letra dentro do mesmo gene nao diferem estatisticamente
entre si (Tukey, a = 5%)

Analisando a razao entre a quantidade de genes amoA de AOA e de genes
16S DNAr de AOB, na tentativa de estimar a razdo AOA/AOB, foi verificado uma
maior abundancia de AOA em relagao as AOB em todas as areas analisadas (Figura

4). Uma explicagédo direta deste padrdo pode ser atribuida ao pH dos solos
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estudados, com valores entre 3,7 e 3,8 (Tabela 2). De forma geral, os solos acidos
de florestas apresentam a abundéncia e a atividade de AOB muito reduzida
(NUGROHO et al., 2007, STOPNISEK, et al., 2010). Em contraste, a comunidade de
AOA é relatada como dominante nestas condi¢ées (BOMBERG; TIMONEN, 2007,
KEMNITZ; KOLB; CONRAD, 2007, LEHTOVIRTA; PROSSER; NICOL, 2009).
Assim, as comunidades de AOA demonstraram ser os organismos mais abundantes

relacionados a oxidacdo do aménio nas areas de Mata Atlantica avaliadas.

Razao AOA:AOB

0 T T 1
Santa Virginia Picinguaba Restinga

Figura 4 — Razao do numero de coépias (média + erro padrao) dos genes amoA de
AOA por 16S DNAr de AOB encontrados por grama de solo de trés areas
de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo

Em relacdo ao gene nifH, as quantidades detectadas variaram entre valores de
log por grama de solo de 6,4 e 5,17, sendo Picinguaba a que apresentou a menor
abundancia do gene (Figura 5). Essa menor abundancia de nifH pode estar
ocorrendo por algum efeito local, o qual ndo foi possivel acessar. Neste contexto,
estudos tém apontado que as fragbes de argila no solo sdo importantes para a
abundancia do gene nifH devido a formagao de micro e macroagregados, estes por
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sua vez proporcionam condi¢gdes de microaerofilia ou anaerobiose, 0s quais sao
favoraveis a fixagao de nitrogénio (GUPTA; ROPER, 2010, PEREIRA e SILVA et al.,
2011). Varios estudos tém demonstrado que 70% de BFNVL est&o localizadas na
fracdo da argila (CHOTTE et al., 2002). Além disso, a disponibilidade de carbono &
outro fator que pode afetar a abundancia e o nivel de fixagdo de nitrogénio no solo
(PEREIRA e SILVA et al., 2011).

— QO
—— Q)

O

Logaritimo do n° de copias/g de solo

0 T T 1
SantaVirginia Picinguaba Restinga

Figura 5 — Logaritimo do numero de coépias (média + erro padrao) do gene nifH de
BFNVL encontrado por grama de solo de trés areas de Mata Atlantica do
Estado de Sado Paulo. Barras do histograma com a mesma letra nao
diferem estatisitcamente entre si (Tukey, a = 5%)

2.3.3 Estrutura das comunidades de AOA, AOB e BFNVL

A partir dos perfis de amplicons apés o PCR-DGGE do gene 16S DNAr de AOA
e AOB e do gene nifH de BFNVL foram observadas diferengas estruturais nas
comunidades destes micro-organismos nos solos das trés areas estudadas (Figura
6). Dentre as trés analises por DGGE a que mostrou perfis mais constantes entre as

repeticdes de cada area foi AOA (Figura 6A), onde foi observado a ocorréncia de
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padrdes de bandas distintos para cada uma das areas estudadas. Em contrapartida,
nas analises de AOB (Figura 6B) e de BFNVL (Figura 6C) os perfis de bandas
ocorreram de forma mais erratica, dificultando a separacao visual entre as areas.

Para melhorar a resolugcéo das separagdes das areas analisadas, os géis foram
convertidos em matrizes e submetidos a analise de NMDS (Figura 7). Nesta analise
as separagbes foram mais claras, mostrando uma menor variagdo entre as
repeticoes para a comunidade de AOA, e uma maior dispersédo das repeticoes para
as analises de AOB e BFNVL. No entanto, mesmo com esta dispersdo, foram
determinadas as separagdes entre as areas amostradas, sugerindo que grupos
distintos de bactérias aménio-oxidantes e bactérias fixadoras de nitrogénio ocorram
em cada uma das areas amostradas.

Adicionalmente, com o intuito de testar significativamente as separagdes
observadas na NMDS, foi realizada a analise de ANOSIM. Nesta andlise foi
comprovado que as comunidades de AOA sao estruturalmente diferentes entre as
trés areas (Rwmorisita = 1; p < 0,01). Por outro lado, as comunidades de AOB e BFNVL
de Santa Virginia possuem algumas semelhancgas estruturais com as de Picinguaba
(Rwmorisita = 0,65; p < 0,01 € Rmorisita = 0,53; p < 0,01, respectivamente), mas séo

distintas das encontradas na area de Restinga (Tabela 7).
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de Santa Virginia (SV), Picinguaba (PC) e Restinga (RE)
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Figura 7 — ‘Nonmetric multidimensional scaling’ (NMDS) da matriz de presencga e
auséncia do gene 16S DNAr de AOA (A) e AOB (B) e do gene nifH de
BFNVL (C) presentes nos solos de trés areas de Mata Atlantica do
Estado de Sao Paulo. Foi utilizado como estimativa de similaridade o
modelo ‘Jaccard’ para o calculo da distancia estrutural entre as

comunidades microbianas
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Tabela 7 — indice de similaridade (ANOSIM) entre trés areas de Mata Atlantica do
Estado de Sao Paulo quanto a estrutura de comunidades de BFNVL
(gene nifH) e de AOA e AOB (gene 16S DNAr) presentes no solo

Area 16S DNAr de AOA 16S DNAr de AOB* nifH *

Santa Virginia
X
Picinguaba
Santa Virginia
X
Restinga
Picinguaba
X

Restinga 1 0,78 0,76

* Significativamente diferentes (> 0,75), p < 0,05
**Significativamente diferentes, mas com algumas semelhangas (0,50 — 0,75), p < 0,05

1 0,65 0,53

1 0,76 0,85

Procurando relacionar a estrutura das comunidades microbianas com os
fatores ambientais das areas de Santa Virginia, Picinguaba e Restinga, foi realizado
o teste de Mantel. Foram relacionadas as separacdes observadas para as
comunidades microbianas com aquelas observadas com base em caracteristicas
fisicas e quimicas do solo e da composi¢do da vegetagdo nas areas estudadas.
Esse teste mostrou que a estruturacdo das comunidades microbianas analisadas
estd mais relacionada a estratificacdo da vegetagdo das areas do que com as
caracteristicas fisicas e quimicas dos solos (Tabela 8). Com base nestes resultados,
e considerando que os solos estudados apresentam baixa disponibilidade nutrientes,
pH baixo, e alta quantidade de matéria organica, é sugerido que a composi¢ao deste
ultimo constituinte seja fundamental na estruturagdo das comunidades microbianas
das trés areas. Neste contexto, a vegetacado local pode contribuir com a matéria
organica a partir da liberagdo de nutrientes via decomposicédo de residuos vegetais,
e liberagdo de compostos especificos via exudados radiculares para a rizosfera Este
complexo serve como fonte de energia para diversos micro-organismos do solo,
dentre os quais os envolvidos na ciclagem do nitrogénio (YARWOOD; MYROLD;
HOGBERG, 2009).
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Tabela 8 — Teste de Mantel da correlacdo entre as matrizes de dissimilaridade da
estrutura de comunidades microbianas (AOA, AOB e BFNVL), familias
de espécies arbdreas e atributos do solo (fisicos e quimicos) de trés
areas de Mata Atlantica do Estado de Sdo Paulo. As matrizes de
dissimilaridade foram calculadas utilizando as distancias de Bray-Curtis

Familia Quimica do solo Fisica do solo
AOA (16S DNAr) 0,97*** 0,26* 0,45*
AOB (16S rDNA) 0,53*** 0,23* 0,31*
BFNVL (nifH) 0,66*** 0,08N° 0,38"°
Familia - 0,38*** 0,58*
Valores de r = 0,5 indicam correlagao
*** P < 0,001

*P<0,05

NS: ndo significativo (P > 0,05)

2.3.4 Andlise de redundancia (RDA) da estrutura das comunidades de AOA,
AOB e BFNVL

Visando detalhar os parametros que regem a composi¢cao das comunidades
microbianas analisadas presentes nas trés areas de Mata Atlantica, foi realizada
uma correlacao entre estes fatores e os perfis de DGGE por meio da analise de
redundancia (RDA). Para tanto, os dados representados pelos perfis de DGGE
foram convertidos em dados matriciais, objetivando correlacionar a ocorréncia de
espécies (representadas por bandas nesta analise) com os atributos quimicos do
solo (pH e teores de amobnio, nitrato e matéria organica) e familias de espécies
arboreas presentes em Santa Virginia, Picinguaba e Restinga.

A analise de redundancia, considerando os atributos quimicos do solo, mostrou
que as respostas de cada grupo microbiano foram distintas (Figura 8). Nas trés
analises foram observadas separagdes entre as amostras de cada area, porém a
somatéria das porcentagens da relacdo entre perfis de comunidades com os
parametros avaliados foram distintas (85%, 35% e 37%, para AOA, AOB e BFNVL,
respectivamente). Neste contexto, de acordo com o teste de Monte Carlo, foram
encontradas significancias na estruturacdo da comunidade de AOA para os valores
de NH4" (P < 0,01) (Figura 8A), e para os valores de NO3 na composi¢do da
comunidade de AOB (P < 0,01) (Figura 8B). A analise baseada no perfil de BFNVL
mostrou significancia para NH;* e NO3 (P < 0,01) (Figura 8C).
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Figura 8 — Anadlise de redundancia candnica (RDA) comparando os atributos quimicos (pH, matéria organica, teores de aménio e
nitrato) do solo que determinam a composi¢cao da comunidade de AOA, AOB e BFNVL em solos de trés areas de Mata
Atlantica. Foi utilizado o teste de Monte Carlo (p < 0,05) para todas as variaveis ambientais utilizadas. Os valores nos
eixos indicam a porcentagem da variancia dos dados explicada pela distribuicdo das amostras nos respectivos eixos
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Numa analise similar, porém, considerando a distribuicdo de espécies vegetais
que compdem a vegetacdo de cada area, foi possivel identificar as familias
botanicas mais relacionadas com a estruturacdo das comunidades microbianas
acessadas neste trabalho. Os valores da somatodria das porcentagens da relagéo
entre perfis de comunidades com os parametros avaliados tiveram a mesma
tendéncia observada para a analise anterior, sendo encontradas porcentagens
explicadas de 97%, 33% e 39%, para AOA, AOB e BFNVL, respectivamente (Figura
9).

Em relacdo aos valores de significancia determinados pelo teste de Monte
Carlo, a comunidades microbianas mostraram ser altamente influenciadas pela
ocorréncia de determinadas familias de espécies arbdreas, sendo AOA para
membros de Cecropiaceae (A = 0,71, p = 0,002) (Figura 9A), AOB para membros de
Anacardiaceae (A= 0,20, p = 0,006) (Figura 9B) e BFNVL para membros de
Clusiaceae (A= 0,24, p = 0,002) (Figura 9C).

Em relacdo ao método empregado, outros trabalhos usam esta sistematica
para inferir sobre importantes parametros da estruturacdo de comunidades
microbianas. Salles et al. (2002) usou este método para inferir sobre os principais
fatores que afetam a diversidade de Burkholderia spp. no solo e rizosfera.
Similarmente, Andreote et al. (2009) determinou pelo método de analise multivariada
o efeito da colonizacido de plantas por bactérias endofiticas. Dentro do contexto de
entendimento da estruturacdo de comunidades microbianas em ambientes naturais,
os fatores que interferem na composi¢ao da comunidade de bactérias (DIAS et al.,
2010) e arquéias (DIAS et al., 2011) de manguezais foram estudados por métodos
similares.

Por outro lado, a altitude é relevante para as variaveis que afetam o
ecossistema, como a temperatura e disponibilidade de oxigénio. O efeito da altitude
pode estar relacionado a uma mudanca de vegetacao e este fator pode resultar em
alteracbes complexas das propriedades fisico-quimicas do solo e
consequentemente, da diversidade microbiana (FAORO et al., 2010). Para avaliar
corretamente um ecossistema microbiano é necessario integrar as influéncias de
fatores bidticos e abidticos na estrutura da comunidade e biodiversidade. A
diversidade microbiana presente no solo acido da Mata Atlantica brasileira é
influenciada por fatores adicionais, tais como cobertura vegetal, relacdo micro e

macro nutriente, gradiente de altitude e teor de oxigénio. A importancia da
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caracterizagcao das propriedades abidticas e bidticas do ambiente € para entender
quais fatores afetam a diversidade microbiana no solo e, consequentemente, ter

uma visao mais clara de como ocorrem as mudangas na comunidade microbiana.
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2.3.5 Analise taxondmica das comunidades microbianas por meio de

pirosequenciamento

Com o objetivo de confirmar a diferenciagdo entre as comunidades microbianas
entre as areas estudadas, foi realizado o pirosequenciamento da regido V3 do gene
16S DNAr para arquéias e da regido V4 do gene 16S DNAr para bactéria de duas
amostras de cada uma das trés areas. Cerca de 32.221 sequéncias foram
classificadas usando o ‘RDP Classifier, dos quais 25.610 sequéncias foram
atribuidas a bactérias e 6.611 sequéncias a arquéias.

Em relacdo ao Dominio Archaea os resultados mostraram a presenca de dois
filos, Crenarchaeota e Euryarchaeota. Além disso, a maioria das sequéncias
encontradas pertence ao Filo Crenarchaeota (79,3%) (Figura 10A), com valores
similares de frequéncia nas trés areas estudadas. A Classe Thermoprotei foi a Unica
classe encontrada dentre as sequéncias do Filo Crenarchaoeta, sendo dentro dela
os grupos distribuidos ao nivel de Ordem classificados como Thermoproteales,
Desulfurococcales, Acidilobales e Sulfolobales, sendo Thermoproteales os mais
abundantes (Figura 10B). Em nivel de Familia, as sequéncias representam sete
grupos: Acidilobaceae, Caldispphaeraceae, Desulfurococcaceae, Pyrodictiaceae,
Sulfolobaceae, Thermofilaceae e os Thermoproteaceae, sendo esta ultima familia a
mais abundante (Figura 10C). A principio, a ocorréncia e maior atividade de
representantes desta familia tem sido relatados em ambientes com altas
temperaturas (TAMAMES et al., 2010), condigbes estas muito diferentes das
encontradas em areas de Mata Atlantica. Para a distribuicdo ao nivel de género

foram encontrados 19 grupos afiliados (Figura 10D).
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Figura 10 — Composi¢dao do Dominio Archaea baseada na classificagao parcial da
sequéncia do gene 16S DNAr de Arquéias extraido de amostras de
solo de trés areas de Mata Atlantica do Estado de S&o Paulo. Filo (A);
Ordens (B); Familias (C); e Géneros (D)

2.3.6 Analise das comunidades microbianas do solo baseada em UTOs

Para as demais analises foram selecionadas as sequéncias do Filo
Crenarchaeota pelo RDP (‘Ribosomal Data Project’) através do ‘RDP Fasta
Sequence Selection’ (http://pyro.cme.msu.edu/). Foram construidos trés ‘datasets’,
sendo cada um deles correspondente a uma area de coleta (Santa Virginia,
Picinguaba e Restinga). Portanto, para as anadlises baseadas em UTOs foram
obtidas trés matrizes de distancia com os dados unificados das duas repeticdes de

cada area.
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A complexidade taxondmica de Crenarchaeota foi calculada pelos indices de
Chao1 e Shannon (Tabela 9) e pelas curvas de rarefagdo, sendo as unidades
taxondmicas operacionais (UTOs) detectadas com base numa distdncia maxima de
agrupamento de 3%.

A partir da andlise das curvas de rarefagdo geradas, foi observado que a
diversidade das comunidades de Crenarchaeota foi similar entre as areas estudadas
(Figura 11). Além disso, todas as curvas foram assintoticas, indicando que o numero
de sequéncias de 16S DNAr amostrou completamente a riqueza de filotipos destas
comunidades ao nivel de 3% de dissimilaridade.

Neste mesmo nivel de dissimilaridade, o numero de UTOs detectado nas
comunidades das trés areas foi proximo do numero de UTOs estimado pelo indice
de rigueza de Chao1l e ACE, apresentando evidéncias adicionais de que as
comunidades naturais foram bem cobertas durante o sequenciamento (Tabela 9).
Além disso, os valores obtidos com o indice de diversidade de Simpson revelaram
maior diversidade de UTOs em Picinguaba, comparado com os valores obtidos para
as demais areas. A mesma relacao de diversidade de UTOs foi estabelecida entre
as areas com os valores obtidos pelo indice de diversidade de Shannon. No entanto,
Santa Virginia apresentou maior indice de riqueza em relagdo as demais areas
(Tabela 9).

Além destes valores de riqueza e diversidade, foram também determinados os
valores de cobertura (ICE), o que revelou a 6tima representatividade dos ‘datasets’
analisados, que cobriram valores proximos a 88% da diversidade de Crenarchaeota
em Santa Virginia e Picinguaba, e 87% na Restinga. Estes valores conferem grande
robustez aos dados gerados e analisados, permitindo as inferéncias sobre
alteragbes na composicao de tais comunidades microbianas. Esta alta cobertura é
comumente encontrada em estudos que utilizam o pirosequenciamento como
ferramenta de analise da comunidade microbiana (LAUBER et al., 2009), enquanto
que estudos que usam o método tradicional de clonagem e sequenciamento de
genes de interesse dificilmente atingem valores altos de cobertura (ANDREOTE et
al., 2009).
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Figura 11 — Curva de rarefagao geradas do gene 16S DNAr de Crenarchaeota de
solos de trés areas de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo. As
unidades taxondémicas operacionais (UTOs) foram detectadas ao nivel
de 3% de dissimilaridade

Tabela 9 — Estimativa de riqueza de UTOs e indices de diversidade calculados a
partir da analise das sequéncias do Filo Crenarchaeota geradas pela
técnica de pirosequenciamento no ‘software’ MOTHUR 1.8.1

Estimativa de indice de

riqueza diversidade
Area NS NU ACE Chao1 Simpson Shannon ICE
(%)
Santa 1912 354 1113 810 0,008 5,29 88

Virginia

Picinguaba 1903 388 1088 794 0,007 5,35 88
Restinga 1419 337 908 642 0,012 5,02 87

UTOs foram detectadas ao nivel de 3% de dissimilaridade
NS: Numero de sequéncias

NU: Numero de UTOs determinado pelo MOTHUR 1.8.1;
ICE: indice de cobertura estimada

Para verificar a ocorréncia diferencial de sequéncias do Filo Crenarchaeota
dentro de cada area de Mata Atlantica amostrada, foi utilizado o diagrama de Venn
(FAUTH et al., 1996). Esta analise mostrou que a grande maioria das UTOs geradas
sdo exclusivas de uma das areas estudadas. O numero de UTOS em Santa Virginia
foi 354, em Picinguaba foi 388 e na Restinga foi 337. O numero de UTOs
compartilhados entre Picinguaba e Restinga foi 87 (7,5%) (Figura 12).
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Figura 12 — Diagrama de Venn representando o numero de UTOs compartilhadas
entre as amostras de solo de trés areas de Mata Atlantica do Estado de
Sao Paulo. Santa Virginia (SV), Picinguaba (PC) e Restinga (RE)

O Filo Crenarchaeota € amplamente distribuido em ambientes marinhos e
terrestres (HERSHBERGER et al.,, 1996), sendo considerado filogeneticamente
diverso e abrangendo os micro-organismos halofilicos e termofilicos (PESADRO;
WIDMER, 2002). Estes micro-organismos sdo 0os mais abundantes em ecossistemas
terrestres (DeLONG, 1998), especialmente no sistema solo (AUGUET et al., 2009),
onde exercem um papel preponderante no processo de nitrificacdo (LEININGER et
al., 2006; NICOL; SCHLEPER, 2006). Recentemente, foi proposto um
desmembramento deste grupo, dando origem ao filo chamado Thaumarchaeota,
englobando as AOA (BROCHIER-ARMANET, 2008). No entanto, o presente
trabalho nao utilizou a classificagcdo que incluiu a separagao destes filos, o que
limitou algumas inferéncias sobre a ocorréncia de tais grupos nos solos estudados.

Todas as sequéncias classificadas como Crenarchaeota no presente estudo
foram filiadas a classe Thermoprotei. Apesar de muitos microrganismos desta classe
serem encontrados em ambientes extremos (SILVA et al., 2011), estudos apontam a
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presenca destes organismos em agua doce e em sedimentos de lagos (SCHLEPER;
HOLBEN; KLENK, 1997; SCHELEPER; JURGENS; JONUSCHEIT, 2005). O
metabolismo de tais organismos e suas possiveis fungdes no solo ainda ndo foram
descritas (SCHELEPER; JURGENS; JONUSCHEIT, 2005).

2.3.7 Grupos de Bactéria que ocorrem nos solos de Mata Atlantica do Estado

de Sao Paulo

A composicao das comunidades bacterianas encontradas nos solos das areas
de Mata Atlantica estudadas foi caracterizada pela classificacdo taxonémica das
sequéncias, sendo encontrados ‘reads’ afiliados a 29 filos bacterianos. O Filo
Acidobacteria mostrou ser o mais abundante dentre os filos analisados. Sua
frequéncia e dominéncia nos solos estudados corroboram com a literatura,
mostrando que ambientes como a floresta primaria, pastagem e solos agricolas
possuem grande abundancia de bactérias pertencentes a este grupo (JANSSEN,
2006; GRIFFITHS et al., 2006; NACKE et al., 2011).

O objetivo desta analise foi buscar grupos bacterianos responsaveis pela
oxidacdo do amdnio no solo. Porém foram encontradas poucas sequéncias destes
grupos (Tabela 10).

A taxonomia de AOB se divide em dois grupos monofileticos: os beta e gama-
proteobactérias. Os Beta-AOB consistem principalmente de dois géneros, as
Nitrosomonas e as Nitrosospira (PURKHOLD et al.; 2003). Os Gamma-AOB, como
Nitrosococcus oceani, sdo os menores membros de comunidades amoénio oxidantes
(NOLD et al., 2000), com menor diversidade e encontrados na maioria das vezes em
ambientes marinhos (O'Mullan; Ward, 2005). No entanto, neste trabalho as
sequéncias pertencentes a este grupo foram maiores em relagcdo aos Beta-AOB
(Tabela 10).

Este resultados corroboram com os obtidos da analise de qPCR mostrados
anteriormente. As comunidades de AOA sao dominantes no processo de nitrificagao
aerobica em solos de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo em relagdo as
comunidades de AOB. Esta maior abundancia de comunidades de AOA pode estar

relacionada as condigbes ambientais de cada area.
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Tabela 10 — Numero de sequéncias em nivel de género pertencentes AOB e BFNVL
encontradas em sequéncias geradas por pirosequenciamento

Género Parcelas

Sv2 SV3 PC2 PC3 RE2 RE3
Nitrosococcus 24 12 5 9 7 11
Nitrosospira 3 8 0 6 1 9

SV: Santa Virginia
PC: Picinguaba
RE: Restinga
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3 CONCLUSOES

e As comunidades de AOA sdao mais abundantes do que as de AOB nas trés
areas de Mata Atlantica estudadas;

e As comunidades de BFNVL foram menos abundantes no solo de Picinguaba;

e Os fatores fisicos e quimicos do solo modulam a atividade dos genes amoA
de AOA, 16S DNAr de AOB e nifH de BFNVL nas trés areas;

e A cobertura vegetal influencia diretamente a estrutura das comunidades de
AOA, AOB e BFNVL presentes nos solos de Mata Atlantica do Estado de Sao
Paulo;

e As comunidades de AOA, AOB e BFNVL sao estrturalmente diferentes entre
os solos das trés areas estudadas, embora as comunidades de Santa Virginia
e Picinguaba possuam algumas semelhancas;

e A diversidade das comunidades de Crenarchaeota foi similar entre as areas,
porém, as sequéncias do gene 16S DNAr obtidas de Picinguaba apresentam
maior diversidade de unidades taxondmicas operacionais (UTOs);

e As comunidades de AOA sdao dominantes no processo de nitrificacido
aerdbica em solos de Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo em relagao as

comunidades de AOB.
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