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RESUMO

Diversidade microbiana envolvida na ciclagem do nitrogénio em
solos de cana-de-aguicar no estado de Sao Paulo

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar, sendo o Estado
de Sao Paulo responsavel por mais de 50% do total desta produgao. Esta
cultura tem um enorme impacto sobre a agricultura brasileira e devido a
isto, uma melhor compreensao da composi¢cao da comunidade microbiana
relacionada a ciclagem do nitrogénio (N) nestes solos & de grande
importancia para o aprimoramento no cultivo da cana-de-agucar. No
entanto, pouco se sabe sobre a relagdo entre grupos microbianos e essa
cultura. Este trabalho visou determinar variagdes nas comunidades
microbianas que participam das transformagbdes do N nos solos de trés
areas utilizadas para a produgdo de cana-de-agucar (A, F e J), as quais
apresentam uma gama de diferentes condicdes de manejo e
caracteristicas do solo. Cada area foi analisada em ftriplicatas, e o DNA
extraido do solo foi utilizado para metodologias de sequenciamento de
segunda geragao (metagendmica e sequenciamento do gene 16S rDNA),
PCR quantitativo (QPCR) e polimorfismo dos fragmentos terminais de
restricdo (T-RFLP). A maioria das sequéncias derivaram de bactérias
(98%; base de dados M5NR); seis etapas do ciclo do nitrogénio foram
anotadas pela plataforma MG-RAST (base de dados SEED): amonificagdo
do nitrato e nitrito (ANN); fixagdo de nitrogénio; desnitrificagdo; oxido
nitrico sintase; redugao dissimilatéria do nitrito e assimilagdo de aménia.
Este ultimo passo mencionado foi o mais abundante (28%) (genes gltb e
gltD) e esta diretamente relacionado a multiplicagdo microbiana nos
solos.. O segundo processo mais abundante foi ANN (genes nir e nar),
responsavel por consumir este substrato durante o ciclo. Proteobacteria,
Chloroflexi, Verrucomicrobia e Cyanobacteria estdo presentes em todas
as etapas do ciclo, representando microrganismos que podem participar
das vias de transformacédo do N e, ademais, foi possivel descrever um
core microbiano (nivel de ordem) representado por Sphingomonadales.
Algumas variaveis ambientais, como a aplicagdo de torta de filtro e a
produtividade mostraram uma correlagéo significativa com a estrutura da
comunidade microbiana. Isto também foi encontrado para algumas
caracteristicas do solo como fésforo, magnésio e matéria organica. Além
disso, identificou-se uma alta abundancia de microrganismos carregando
genes que codificam enzimas da via de redugdo do nitrato e nitrito.
Portanto, apesar de sua complexidade, o estudo das fungdes microbianas
de nitrogénio em solos cultivados com cana-de-agucar € inovador por
acessar de forma conjunta todas as comunidades envolvidas neste ciclo,
caracterizadas por sequenciamento, o que evita os problemas inerentes
ao cultivo microbiano, além de permitir inferir sobre a hierarquia das
variaveis ambientais que influem sobre esse grupos microbianos.

Palavras-chave: Ecologia microbiana; Metagendmica; 16S DNAr;
Sequenciamento
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ABSTRACT

Microbial diversity involved in the cycling of nitrogen in soil
cultivated with sugarcane in Sao Paulo State

Brazil is the largest world’s producer of sugarcane and State of Sdo Paulo
accounts for over 50% of this production. This crop has a huge impact on
Brazilian agriculture and due to this great importance, a better
understanding of the composition of the microbial community related to
cycling of nitrogen (N) in these soils is of utmost importance for the
improvement in the cultivation of sugarcane. However, little is known about
the relationship between microbial groups and this crop. This study aimed
to determine changes in microbial communities that participate in the
transformation of N in soils derived from three areas used for sugarcane
production (named A, F and J), which have a range of different
management conditions and soil characteristics. Each area was analyzed
in triplicate, and the extracted DNA was used to develop next generation
sequencing (shotgun metagenomics and 16S rDNA), quantitative PCR
(gPCR) and terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP).
Most of the sequences derived from Bacteria (98%; M5NR database); six
stages of nitrogen cycle were annotated by MG-RAST plataform (SEED
database): nitrate and nitrite ammonification (NNA); nitrogen fixation;
denitrification; nitric oxide synthase; dissimilatory nitrite reductase and
ammonia assimilation. This last mentioned step was the most abundant
(28%) (g/tB and gltD genes) and is directly linked to microbial growth in
soil, since the final product of the reaction is glutamate. The second most
abundant process was NNA (nir and nar genes), responsible for
consuming this substrate during the cycle. Proteobacteria and Chroloflexi
are present at all stages of the cycle, representing microorganisms that
can participate in the N transformation and, moreover, it was possible to
describe a microbial core (at an order level) represented by
Sphingomonadales. Some environmental variables, such as the
application of filter cake and productivity showed a significant correlation
with the structure of the microbial community. This was also found for
certain soil characteristics such as phosphorus, magnesium and organic
matter. In addition, it was identified a high abundance of microorganisms
carrying genes encoding the enzymes for nitrate and nitrite reduction
pathway. Therefore, despite its complexity, the study of microbial functions
of nitrogen in soils cultivated with sugarcane is innovative by accessing
jointly all communities involved in this cycle, characterized by sequencing,
which avoids the problems inherent in microbial cultivation and allows to
infer about the hierarchy of environmental variables that influence this
microbial groups.

Keywords: Microbial ecology; Metagenomics; 16S rDNA; Sequencing
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1 INTRODUGAO

O Estado de Sao Paulo produz aproximadamente 56% da cana-de-
agucar no Brasil, que é considerado o maior produtor do mundo. Dentre os
mercados crescentes relacionados a producdo da cana-de-agucar no
Brasil, destacam-se o etanol, o agucar, o aproveitamento dos residuos, e
a possibilidade da geragao do etanol de segunda geracdo. Desta forma, a
cana-de-acgucar se apresenta como uma cultura altamente rentavel, o que
torna significativa na discussdo de questbes sobre o manejo adequado
para a alta produtividade da cultura.

Contudo, alguns pontos intrinsecos a esta cultura estdo sob
constante investigagdo, como por exemplo, o fato de se observar uma
grande variagdo na produtividade em areas homogéneas, sob mesmas
condigbes e manejo. Surge entdo a necessidade de buscar um maior
entendimento do sistema solo, cujo ambiente é responsavel por abrigar a
fertilidade, bem como a ciclagem dos nutrientes essenciais ao
desenvolvimento da cana, diminuindo assim o comprometimento da
rentabilidade da cultura para o agronegécio devido a possiveis
desequilibrios bidticos e abidticos deste ambiente. Devido a isso, aspectos
ainda pouco explorados dentro do sistema de producdo de cana-de-
agucar, como por exemplo, a diversidade de comunidades microbianas
participantes da ciclagem do nitrogénio, podem responder por estas
observacgodes.

Este trabalho visa auxiliar no preenchimento desta lacuna, sendo
nele utilizadas amostras de solo de trés areas distintas de cultivo de cana
no Estado de Sao Paulo, analisando caracteristicas particulares dos solos
de cada local, bem como quesitos de manejo adotados pelos agricultores
e caracteristicas quimicas e fisicas dos solos. Estas variaveis foram
correlacionadas com o nitrogénio mineral (nas formas nitrato e amoénio) e
a diversidade microbiana participante das transformacdées no N nestes
solos. Foi realizada uma abordagem completa por meio da metodologia de
metagendmica shotgun e sequenciamento de amplicons do gene 16S
DNAr de bactérias e arqueias, além da determinagao da estruturacéo da

comunidade e abundancia dos genes marcadores funcionais nifH (este
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responsavel pela codificagdo da enzima nitrogenase relacionada a etapa
da fixagdo do nitrogénio) e gene amoA de bactérias (AOB) e arquéias
(AOA) que fazem a oxidagao do aménio no ciclo.

Esta abordagem deu origem a um grande montante de dados que
levam o projeto a um patamar de alto potencial na geracdo de
conhecimentos sobre o comportamento desses grupos microbianos em
solos agricolas. Portanto, sabendo da importancia que tem a ciclagem do
nitrogénio no solo num modelo de cultura fundamental no cenario agricola
brasileiro que é a cana-de-agucar, este trabalho visou identificar como as
comunidades microbianas funcionais do ciclo do nitrogénio se comportam
perante as diversas variagdes ambientais e condigbes de manejo desta
cultura, no que diz respeito a estrutura e abundancia dos grupos

microbianos avaliados a partir de metodologias independentes de cultivo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Cana-de-agucar: importancia e manejo

A cana-de-aglcar € uma planta pertencente a familia Poacea, com
metabolismo do tipo C4, e que tem a capacidade de acumular altos niveis
de sacarose em seus caules (FERREIRA et al., 2016). As variedades de
cana utilizadas comercialmente sao resultantes da hibridizagao
interespecifica entre Saccharum officinarum e S. spontaneum
(PATERSON et al.,, 2013). No Brasil, segundo Cheavegatti-Gianotto e
colaboradores (2011), o cultivo da cana-de-agucar esta concentrado na
regido Sudeste, onde os dados atualizados da safra 2015/2016 indicam
que esta regido € responsavel por aproximadamente 65,8% da produgao
nacional, sendo que o estado de Sao Paulo contribui com 55,2% da
produgdo brasileira de cana-de-agucar. As regides Norte-Nordeste
(representa 7,7%) e Centro-Oeste (com 19,7%) sdo também areas
importantes, onde a cultura avanga rapidamente (CONAB, 2016).

O cultivo da cana-de-agucar é considerado uma das atividades mais
rentaveis da economia do Brasil nos ultimos anos, destacando o pais
como o ber¢go mundial da agroenergia com a produgéo de etanol. Existem
mais de 10 milhdes de hectares sendo utilizados para esta cultura,
considerada a terceira maior em area utilizada para plantio, apés o milho e
a soja (MARTINELLI e FILOSO, 2008). Na dultima safra de cana
(2015/2016), o Estado de Sao Paulo destinou 195.666 mil toneladas de
cana a produgdo de etanol (hidratado ou anidro), enquanto que a regido
Norte-Nordeste destinou 26.656 mil toneladas para esta finalidade
(UNICA, 2016). Ha a estimativa de que a produgdo de cana-de-agucar
para a safra de 2016/17 esteja em torno de 690,98 milhdes de toneladas,
ou seja, cerca de 3,8% a mais em relagao a safra anterior (CONAB, 2016).

A oferta de etanol encontra-se estagnada em razdo da auséncia de
investimentos do setor sucroenergético relacionadas a capacidade

produtiva (expansobes e greenfields) e em produgado agricola de cana-de-
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acucar (REIS et al., 2012). Mesmo assim, o conhecimento disponivel
relacionado aos impactos da cultura da cana-de-agclUcar é escasso,
principalmente quando diz respeito aos solos (CORBIERE-NICOLLIER,
BLANC e ERKMAN, 2011).

Nos ultimos anos, aumentos significativos na produtividade de cana-
de-agucar tém sido atribuidos a adigdo de fertilizantes nitrogenados
(BANDANI et al., 2002, FARONI et al., 2011). O nitrogénio € um dos
fatores de crescimento mais importantes das culturas, influenciando na
produtividade e na qualidade do produto final (BENDER e VAN DER
HEIJDEN, 2015). Assim, a necessidade de se determinar com precisao as
recomendac¢des de N € indispensavel para o agricultor manter a sua
capacidade de produgdo (BERTOLANI et al., 2007; FARONI et al., 2009).
Portanto, este cenario eleva os desafios na busca de uma maior produgéo
com a menor expansao agricola possivel, ndo comprometendo a
rentabilidade da cultura e evitando novos desmatamentos em areas de

fronteiras agricolas.

2.1.2 Microbiota associada ao cultivo da cana-de-agucar

O sistema de cultivo da cana-de-acucar € bastante variavel,
estabelecido de acordo com as caracteristicas do terreno, como por
exemplo, a eficiéncia do funcionamento das maquinas sob diferentes
condicdbes de declividade. A cana-de-aclcar era tradicionalmente
queimada antes da colheita, com a finalidade de remover suas folhas, o
que facilitava a colheita manual. No entanto, este processo resultava em
elevadas emissdes de particulas e fuligem que séo prejudiciais aos seres
humanos (CANCADO et al., 2006). A regulamentacado atual da produgéo
do bioetanol esta levando a uma transicao deste sistema para a colheita
mecanizada, onde a cana-de-agucar é colhida inteira (chamada de cana
crua) (RACHID et al.,, 2012). Diversos autores tém relatado os efeitos
positivos da colheita da cana crua sobre a fertilidade e a estrutura do solo,
como aumentos nos niveis de carbono e na atividade bioldgica
(RESENDE et al., 2006; SILVA et al., 2009). Estes trabalhos, em sua

maioria, abordaram aspectos relacionados a microbiota do solo. No
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entanto, nenhum deles relaciona a estrutura das comunidades
microbianas, descritas baseadas na sua abundéncia e diversidade, em
solos de cultivo de cana-de-agucar analisados em diversas gestées de
manejo e tempo de uso da terra. Apenas recentemente, Gumiere e
colaboradores (in press) fizeram este tipo de estudo para a comunidade
de fungos destes solos. Estes autores mostraram que os fungos exibem
um padrao biogeografico, sendo que a distancia geografica foi o fator que
mais explicou a varidncia na composicdo da comunidade destes
microrganismos (50,75%).

Especificamente em relacdo ao elemento N, sabe-se que a
fertilizagdo nitrogenada na agricultura é caracterizada pela possibilidade
de grandes perdas de N aplicado. A pesquisa na area de fertilidade do
solo busca formas de minimizar essas perdas, evitando problemas
ambientais e prejuizos aos produtores (JORIS et al., 2014). Os baixos
valores de eficiéncia dos fertilizantes nitrogenados usados em canaviais
estdo associados, entre outros fatores, principalmente com efeitos
residuais do fertilizante, bem como sua alta imobilizacdo pelos
componentes da fragéo viva do solo (COURTAILLAC et al., 1998).

A utilizagcdo da terra para sistemas agricolas comumente resulta em
modificagbes das propriedades biologicas, fisicas e quimicas do solo
(SHANGE et al., 2012), o que por sua vez, afeta os ciclos biogeoquimicos,
como a transformagédo de nutrientes e as emissdes de gases (ALEF e
NANNIPIERI, 1995; ABOIM et al., 2008; VEGA-AVILA et al., 2015). O
Brasil € o quinto maior emissor de gases do efeito estufa (GEE) e o maior
emissor na América do Sul (HASHIMOTO, 2012), sendo que 75% destes
GEE provém de praticas agricolas insustentaveis, as quais incluem a
exposicdo do solo a erosdo, revolvimento excessivo do solo e da adigédo
de fertilizantes nitrogenados de forma desmedida (PARRY et al., 2007).
No que diz respeito a cana-de-agucar, alguns autores discutem os efeitos
da queima e adigdo de residuos vegetais no solo sobre a microbiota
residente, tendo este manejo papel determinante na emissdo de GEE (LA
SCALA JUNIOR, BOLONHEZI e PEREIRA, 2006; WALLIS et al., 2010).

Segundo Doran e Parkin (1994), algumas propriedades do solo

respondem rapidamente do que outras as mudancas das praticas de
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manejo. A atividade e a diversidade microbiana sdo consideradas
potenciais indicadores de degradacdo do solo, bem como da sua
recuperagdo (LUNDQUIST et al., 1999; CALDERON et al., 2001;
NANNIPIERI et al., 2003). Grupos microbianos funcionais, tais como os
fixadores de nitrogénio e amoénio-oxidantes, desempenham papeis
fundamentais na ciclagem do nitrogénio em solos agricultaveis
(HABTESELASSIE et al.,, 2013). O estudo destes grupos €& muito
importante, uma vez que a nitrificagdo, acoplada com a desnitrificacéo,
constituem as maiores fontes de perda de N no solo (RACHID et al.,
2012).

Uma alternativa para se estudar a dindmica das comunidades
microbianas no solo em fungao as diversas caracteristicas de cada area é
através de uma amostragem detalhada, realizada em diversas parcelas de
cultivo num espaco, que podem ser divididas por zoneamento agricola,
que determina quais as regides dentro do Estado apresentam as melhores
condigbes climaticas para o desenvolvimento de uma cultura (BRUNINI,
2008).

Neste sentido, quando mais variaveis forem as condi¢des de cultivo,
bem como as variaveis entre os diferentes talhdes dentro de cada area,
melhor se torna o desenho experimental para a adequada correlacao
entre as comunidades microbianas funcionais dos solos e os manejos
agricolas empregados.

Um solo que apresenta alta redundéancia de fungdes no ecossistema
provavelmente € capaz de manter em equilibrio os processos ecolégicos,
mesmo sob um disturbio. No sistema solo, a reducdo da diversidade
microbiana pode ser um importante indicador da perda de resiliéncia e,
por consequéncia, da qualidade do solo (PERRY et al., 1989). A
abundancia de algumas espécies de microrganismos parece nao ser tao
importante quanto a manutengdo da diversidade, isso porque a
abundancia reflete de forma mais imediata a flutuacdo das comunidades
microbianas no curto prazo enquanto que a diversidade revela o equilibrio
entre os diversos organismos e os grupos funcionais no solo (KENNEDY,
1999; LAVELLE, 2000).
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A compreensao da distribuicao estrutural dos taxons, da abundancia
microbiana funcional e suas relagbes com caracteristicas fisicas e
quimicas do solo, bem como manejo do solo e a cobertura vegetal, sdo
fundamentais para uma visdo extensa da ecologia microbiana nos solos
(RANJARD et al, 2010). Isto auxiliaria na compreensdo de sua
funcionalidade no ecossistema, além de uma maior capacidade de
minimizar os impactos causados pelo uso da terra e outras atividades
humanas.

Devido a grande diversificacdo das espécies de microrganismos,
acredita-se que eles estejam presentes de forma ubiqua em todos os
habitats terrestres (MARTINY et al., 2006). Dentre estes ambientes,
particularmente o solo apresenta-se como um dos mais densamente
colonizados por microrganismos, no qual se estima que existam
aproximadamente 10° células microbianas em um Unico grama de solo,
sendo estas divididas em valores entre 10* (ROESCH et al., 2007) e 10°
(GANS et al., 2005) de espécies bacterianas. Os componentes do solo
sd0 em sua maioria microrganismos, que respondem como maior fonte de
biodiversidade do planeta, representando, de forma exclusiva, dois dos
trés dominios da arvore da vida (GARIBALDO, FORTERRE e
BROCHIER-ARMANET, 2011); Archaea e Bacteria, além da grande
representagdo de fungos e da fauna dos solo no dominio Eukarya
(WOESE et al., 1990). Na mais nova configuragcao da arvore filogenética
(HUG e tal., 2016), o dominio Bacteria € composto por 92 filos, Archaea
com 26 filos e Eukarya com 5 supergrupos.

O solo representa um sistema altamente heterogéneo e dinamico,
onde os diferentes componentes das fragdes solidas fornecem uma gama
de diferentes micro-habitats (VAN ELSAS et al.,, 2006), promovendo o
desenvolvimento e a manutencdo de um numero extremamente elevado
de nichos (TIEDJE et al., 2001; ETTEMA e WARDLE, 2002). Em relagao a
funcionalidade microbiana nos solos, sabe-se que estes organismos
podem apresentar um papel essencial no desenvolvimento e na
produtividade das culturas. Formas diretas destas atividades sé&o
causadas por relagdes mutualisticas, onde compostos produzidos pelos

microrganismos induzem o desenvolvimento das plantas (THOMSON et
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al., 2010; MANGAN et al., 2010). No solo, existe uma ampla variedade de
fatores ambientais que podem influenciar as estruturas das comunidades
de bactérias e arquéias, incluindo pH, salinidade e abundéncia de carbono
(LOGUE e LINDSTROM, 2010; NEMERGUT et al., 2010), dentre outros.
No entanto, existem também mecanismos indiretos, onde os
microrganismos de vida livre auxiliam o desenvolvimento vegetal
promovendo uma maior disponibilidade de nutrientes, efetuando o
catabolismo de compostos orgénicos, e produzindo compostos
especificos, essenciais para o desenvolvimento dos produtores primarios
(GRIFFITHS et al.,, 2006; VAN DER JEIJDEN, BARGETT e VAN
STRAALEN, 2008). Portanto, devido a esta importancia microbiana para o
solo, a compreensao da sua dindmica neste ambiente € fundamental para
predizer as consequéncias de futuras alteragdes ambientais (KONOPA,
2006).

Relatos sobre a diversidade microbiana associada a cana-de-agucar
sdo ainda escassos e normalmente s&o relacionados a estudos pontuais,
realizados em apenas uma area de produgdo. Esta diversidade ja foi
descrita em comunidades associadas com a parte aérea das plantas,
como enddfitos (MENDES e AZEVEDO, 2007; MAGNANI et al., 2010), ou
em associagdo com as raizes, como 0s microrganismos rizosféricos
(LUVIZOTTO et al., 2010). Especificamente nos solos sob cultivo de cana-
de-agucar, Dini-Andreote e colaboradores (2010) estudaram os efeitos do
cultivo de cana-de-agucar transgénica juntamente com o efeito da
aplicagdo de herbicidas sobre a comunidade bacteriana, constatando a
auséncia de efeitos destes fatores, mas descrevendo a existéncia de uma
ampla diversidade bacteriana nesses solos, composta principalmente por
organismos dos filos Proteobacteria (34,7%), Actinobacteria (28,1%),
Firmicutes (16,2%) e Acidobacteria (9,7%). Os autores destacam também
a necessidade de estudos mais especificos para compreender quais
fatores ambientais sdo preponderantes na modulagdo destas
comunidades, podendo levar ao desenvolvimento de melhores praticas de
manejo.

Portanto, o foco na diversidade microbiana e em seu papel funcional

nos solos de cana-de-acucar é o principal tema desta tese, uma vez que
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solos brasileiros submetidos a diversas analises integrando muitas
variaveis bioldgicas, fisicas e quimicas foram pouco investigados em seu
sentido amplo, restringindo-se a estudos de analises pontuais tanto na
amostragem como nos fatores que envolvem a determinagdo das
comunidades microbianas funcionais. Existe entdo, a necessidade de
acessar de forma mais especifica os grupos microbianos representativos
de fungdes metabodlicas, como a que aqui é representada pelo
metabolismo do nitrogénio, ligando a composi¢do destas comunidades
com as variagdes de tempo de uso da terra, bem como de manejo, entre
muitas outras. O intuito final deste tipo de estudo é de inferir sobre a
resposta destes grupos frente as variaveis analisadas, tanto alterando
suas respectivas abundancias como as estruturas das comunidades nos

solos.

2.1.3 Nitrogénio no solo

Devido ao nitrogénio gasoso (Ny) ser inerte, a disponibilidade deste
elemento na forma de nitrato (NO3") ou aménio (NH,") torna-se um fator
essencial para a produtividade primaria em ambientes aquaticos e
terrestres (FALKOWSKI, FENCHEL e DELONG, 2008). Do ponto de vista
biogeoquimico, os microrganismos sao considerados essenciais na
disponibilizagdo do nitrogénio assimilavel pelas plantas, onde atuam na
mineralizagdo de compostos organicos e na conversdo do N, atmosférico
em NH;" (LAM e KUYPERS, 2010; ZEHR e KUDELA, 2011).

O grande input de nitrogénio em ecossistemas terrestres provém da
fixacao bioldgica do nitrogénio (FBN) (cerca de 97%) (GALLOWAY et al.,
2008), realizada por grupos microbianos pertencentes ao dominio Bacteria
e, mais recentemente descrito, em Archaea (STAPLES et al., 2007; DOS
SANTOS et al., 2012). Embora a maioria dos estudos sejam focados na
FBN por bactérias em associagdo com leguminosas, é também importante
destacar a entrada deste elemento via fixagdo por bactérias fixadoras de
nitrogénio de vida livre (BFNVL) (CLEVELAND et al., 1999; FUJITA, AOKI
e KAWAGUCHI, 2014). A maioria dos microrganismos fixadores & de vida

livre e a contribuicdo deles para a entrada deste nutriente em
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ecossistemas tropicais pode variar de 12,2 a 36,1 kg ha' ano”

(CLEVELAND et al., 1999).

A atividade de conversdo do N, atmosférico encontrada nestas
bactérias pode ser induzida ou estimulada por diversos fatores, como por
exemplo pelo aumento da relagdo C:N das fontes nutricionais do solo,
como observado pela exsudagdo de raizes (BURGMANN et al., 2004).
Estudos sobre a diversidade de BFNVL, bem como os fatores que
influenciam a sua diversidade sdo de extrema importancia para o
entendimento do ciclo do nitrogénio nos solos (ZHANG et al., 2006). A
grande parte destes estudos utiliza como marcador molecular o gene nifH
(ZEHR et al., 2003, ZHANG et al., 2006, WAKELIN, 2010), que codifica
uma das enzimas fundamentais para o funcionamento do complexo
enzimatico da nitrogenase.

Dentre as principais etapas do ciclo do nitrogénio, além da FBN
estdo os processos de nitrificagdo e desnitrificagdo. A nitrificagdo é
dividida em duas etapas, onde o amoénio (NH;) é convertido
primeiramente em nitrito (NO;") e posteriormente em nitrato (NO3’). O gene
amoA, um dos responsaveis pela codificagdo da enzima amoénio
monoxigenase, que participa do primeiro passo da oxidacdo da amonia,
tem sido extensivamente usado como marcador molecular em estudos
independentes de cultivo envolvendo bactérias oxidadoras de amoénio
(AOB) e arquéias oxidadoras de aménio (AOA) (CARNEY, MATSON e
BOHANNAN., 2004; LEININGER et al.,, 2006; SINTES et al., 2012).
Caracteristicas funcionais de AOB e AOA tém sido analisadas
correlacionando a abundéncia de genes amoA com taxas de nitrificagao
em solos e sedimentos (JIA e CONRAD, 2009; MERTENS et al., 2009).

Ja o processo de desnitrificacdo da-se pela redugdo do nitrato, que
corresponde a transformagao em nitrito, 6xido nitrico (NO), éxido nitroso
(N2O), e eventualmente em nitrogénio atmosférico (N2). A habilidade de
reduzir o nitrato é encontrada em varios grupos filogenéticos (ZUMFT,
1997; PHILIPPOT, 2002), sendo cada passo composto por um complexo
enzimatico codificado por varios genes, os quais possibilitam a
caracterizagdo e quantificagdo de grupos de microrganismos envolvidos
na desnitrificagcdo (PETERSEN et al., 2012). Segundo Philippot, Hallin e
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Schloter (2007), a desnitrificagdo pode ser definida como um processo
respiratério microbiano que utiliza os 6xidos de nitrogénio soluveis como
receptor de elétrons alternativo quando o oxigénio ndo esta disponivel
para a respiragado aerobica.

Ocorre ainda dentro das transformagdes no nitrogénio no solo, a
reducdo dissimilatoria do nitrito. As enzimas nitrito redutases sao
codificadas pelos genes nirk (Cu-Nir) e nirS (Cd-Nir) que, diferentemente
dos nitrificantes, microrganismos desnitrificantes sdo filogeneticamente
mais distribuidos e diversos no solo (ZUMFT, 1997; SALLES e POLY,
2012). O nitrito (NO2) é o substrato para a producao de éxido nitrico (NO),
a qual antecede a etapa realizada pela oxido nitrico sintase, que converte
o NO a oxido nitroso (N2O) (PAL, KRARDENAVIS e PUROHIT, 2015).
Além destas sub-etapas dentro do processo de desnitrificagdo, ocorre
também a amonificagdo do nitrato (genes nar, nap e nrf) e nitrito (gene
nir). Na primeira reagédo, enzimas nitrato redutases convertem o nitrato
(NO3’) em NO; e a segunda reagéo corresponde a transformagéo do NOy
em aménio (NH4OH) pelas nitrito redutases. Estes genes estao presentes
em diversos filos bacterianos, incluindo Proteobacteria, Planctomycetes,
Bacteroides e Firmicutes (MOHAN et al.,, 2004). Este processo ¢é
conhecido também como reducido dissimilatéria do nitrato a aménio
(DNRA) e tem sua grande contribuicio em diversos ambientes,
conservando o N em forma de aménio, que pode ser assimilado por
plantas e microrganismos, ou oxidado a nitrato novamente (DONG et al.,
2009; GIBLIN et al., 2013).

Além de todas estas sub-etapas da desnitrificacdo, o processo de
assimilagdo da amoénia pelos microrganismos no solo é realizado por um
conjunto de reagdes enzimaticas do metabolismo e que sédo codificados
pelo gene glf, mais especificamente o gltB e g/tD, que corresponde a
maior € menor subunidade da enzima, aos quais sdo responsaveis pela
transformacdo da aménia em glutamina e glutamato, respectivamente
(SUZUKI e KNAFF, 2005). Este processo € a via principal de incorporagao
da amoénia nos sistemas bioldgicos, dando origem ao nitrogénio organico

utilizado nas mais diversas reagdes celulares.
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Esta grande gama de modificagdes indica claramente a importancia
das funcionalidades microbianas para a adequada ciclagem do nitrogénio
nos solos. Sabe-se que estas transformagbes sédo afetadas por fatores
ambientais como, por exemplo, temperatura, disponibilidade de oxigénio,
pH, fornecimento de matéria organica e compostos inorganicos
(WALLENSTEIN et al., 2006). Neste enfoque, utilizando de metodologias
de sequenciamento de segunda geragdo, esta tese buscou responder
algumas das lacunas existentes dentro deste contexto da ecologia

microbiana em solos de canaviais brasileiros.

2.2 Hipotese

A hipétese proposta para esta tese € a de que a comunidade
microbiana funcional participante do ciclo do nitrogénio responde,
modificando sua abundancia e estrutura de comunidade, segundo
alteracdes nas caracteristicas do solo e dos manejos adotados para o

cultivo de cana-de-acucar.
2.3 Objetivos
2.3.1 Objetivo principal

O objetivo geral desta tese foi descrever as variagbes nas
comunidades microbianas que participam das transformagdes do
nitrogénio, em solos cultivados com cana-de-agucar.
2.3.2 Objetivos especificos

De forma mais detalhada, buscou-se nesta tese:

= Determinar a composigdo (abundéncia e estrutura) das

comunidades microbianas participantes do ciclo do nitrogénio nas

amostras de solos, por meio do sequenciamento do DNA

(metagenoma shotgun e amplicon do gene ribossomal 16S rDNA),



28

T-RFLP (terminal restriction fragment length polymorphism) e
gPCR (quantitative polymerase chain reaction) em trés areas de
cultivo de cana-de-acucar, realizados em solos distintos e sob
diferentes manejos;

» Inferir, com base em analise multivariada e de bioinformatica, os
principais parametros ecoldégicos que determinam a composigao
taxonémica e funcional dos grupos que desempenham as etapas

do ciclo do nitrogénio nestes solos.

2.4 Material e Métodos

2.4.1 Amostras de solos analisadas

As amostras de solo utilizadas neste estudo foram obtidas de trés
locais de cultivo de cana-de-agucar no Estado de S&o Paulo no ano de
2011, denominadas areas A, F e J, no intuito de preservar sua localizagao
e propriedade, conforme combinado com os proprietarios durante as

coletas (Figura 1).
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i) Brasil

Sdo Paulo

Figura 1 — Figura do Estado de S&o Paulo, a regido de amostragem; Imagens (Google
Earth) de todas as areas de coleta que compde o projeto de pesquisa ao
qual esta tese esta vinculada (A, B, D, F, G, |, J, K e L) (/); Estado de Sao
Paulo com as trés regides de cultivo de cana selecionadas para o
desenvolvimento desta tese (destacadas em vermelho) (ii)

As areas de trabalho fazem parte de uma colegdo maior de amostras
de solo coletadas em nove regides produtoras de cana-de-agucar no
Estado de Sao Paulo, utilizadas em outros estudos do grupo de pesquisa.
Cada uma destas areas foi amostrada em seus diversos talhdes, com
preferéncia para a diversificagdo das praticas de manejo entre os
mesmos. Cada talhdo amostrado foi representado por duas repeticbes de
aproximadamente 500 g de solo, coletados na entre-linha das plantas com
auxilio de trado holandés, na camada de 0 a 20 cm do solo (Anexo A e C).

Dentre estas amostras, a selecio das areas A, F e J foi baseada nas
caracteristicas mais contrastantes existentes entre os parametros
considerados variaveis ambientais deste trabalho, como tempo de cultivo

de cana (TCC) e uso de fertilizantes, por exemplo.
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2.4.2 Parametros fisicos e quimicos dos solos analisados

As amostras de solo foram submetidas a determinacbes de suas
caracteristicas fisicas e quimicas. As andlises quimicas foram compostas
das determinagdes de valor de pH (em solugdo de CaCly); quantidades de
fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), acidez potencial
(H+AIl), soma de bases (SB) e capacidade de troca catidnica (CTC) em
valores de mmol. dm™; saturacéo por bases (V) em porcentagem; matéria
organica (MO) em g dm™, além das quantificacdes de nitrogénio nas
formas de N-NH;" (aménio) e N-NOj3™ (nitrato) dadas em mg N/kg solo
(determinadas médias de duas repetigdes) (Anexo B). As caracteristicas
fisicas foram limitadas a granulometria, quantificando as fragdes de areia,
silte e argila determinadas em porcentagem (Tabela 1; Anexo A). Estas
quantificagdes foram terceirizadas junto ao Departamento de Ciéncia do
Solo da ESALQ/USP, com excegao das extragdes de amdnio e nitrato,
realizadas de acordo com o protocolo de Keeney e Nelson (1982).

Cada area de canavial foi também caracterizada segundo o tempo
de cultivo de cana (TCC) medido em anos; aplicacdo de fertilizante
mineral (FM), vinhaga (Vin), torta de filtro (TF), carvao ativado (CA),
colheita mecanizada (CM) e queima da cana (QC), descritos como
presente ou ausente; produtividade da cultura (Produt) em valores de t/ha
e temperatura do solo (T) em graus Celsius (°C) (Anexo C). Estes
caracteristicas foram obtidas por meio de entrevistas realizadas
diretamente com o produtor e/ou responsavel da usina sucroalcooleira.

Os dados fisicos e quimicos dos solos e atributos de entrevista foram
submetidos ao teste de comparagdo de médias Tukey (p<0,05) no
software Assistat (SILVA e AZEVEDO, 2009) (Tabela 1).

2.4.3 Extracao de DNA
Para as analises de qPCR, T-RFLP e metagenoma por shotgun, o

DNA foi extraido utilizando o kit PowerSoil® DNA Isolation Kit seguindo as

instru¢cdes do fabricante. Apenas pra a analise de metagendémica houve
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uma modificagdo no primeiro passo de extragdo, na qual foi usado 2 g de
solo em vez de 0,25 g.

Para observar a integridade do DNA, aliquotas de 5 pl foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéao TAE 0,5x
(Tris-acetato-EDTA) (20 mM Tris, 10 mM acetato, 0,5 mM EDTA; pH 8,0)
e corado em solugédo de brometo de etidio. Como padrdao molecular, foi
utilizado 235 ng (2 pl) de Lowmass DNA Ladder (Invitrogen Technology) e
posteriormente o gel foi submetido a um campo eletroforético de 80 V por
aproximadamente 30 minutos. A aquisicdo da imagem foi realizada

utilizando-se o densitdmetro Storm™ (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).

2.4.4 Sequenciamento do metagenoma shotgun

Nove bibliotecas metagen6micas de sequenciamento shotgun foram
preparadas representando triplicatas das trés areas estudadas (Anexo D).
Para tanto, o DNA contido nas amostras de solo foi extraido como descrito
no item 2.4.3 e utilizados para preparo das bibliotecas de sequenciamento
usando o kit /llumina TruSeq DNA Sample Preparation Kit (lllumina, Inc.).
O sequenciamento foi realizado utilizando a tecnologia HiSeq 2500 no
modo de execugado rapida. Este procedimento ocorreu no Vincent J.
Coates Genomics Sequencing Laboratory for California Institute for
Quantitative Biosciences (QB3), localizado na Universidade da Califérnia,
em Berkeley, CA, EUA. As nove amostras foram multiplexadas numa linha
da placa de sequenciamento, resultando em valores entre 3,4 e 4,2 Gb de
dados por amostra, com tamanho médio de sequéncias de
aproximadamente 150 pb.

As sequéncias geradas, alocadas em arquivos FASTQ, foram
anotados pela plataforma Metagenomics Rapid Annotation (MG-RAST)
versdo 3.3.6 (MEYER et al., 2008). As informagbes detalhadas e com os
numeros de acesso as mesmas no banco de dados estdo descritos no
Anexo E.

Para as analises downstream, foram utilizados apenas os datasets
R1, uma vez que nao foi possivel fazer a unido das sequéncias obtidas

nos arquivos R1 e R2. Estas sequéncias deram origem aos perfis
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taxondmicos e funcionais, sendo esta informagao utilizada sempre na
forma normalizada, a qual foi gerada através da abundancia dos grupos
encontrados (taxonbémicos ou funcionais) com o numero total de
sequéncias de cada uma das amostras. A afiliagcdo das sequéncias foi
realizada comparando as mesmas com as sequéncias disponiveis nos
bancos de dados M5NR e SEED (Subsystems), com valores de
alinhamento minimo de 15 pb e E-value cut-off de E<1x10® (FIERER et
al.,, 2012). Com isto, uma tabela de frequéncia de reads para cada taxon
(taxonomia) ou subsistema (fungdo) em cada um dos metagenomas foi
gerada.

Para verificar as diferengas estatisticas na ocorréncia de grupos
taxondmicos ou funcionais entre as areas de cana, bem como avaliar os
grupos que compde o core microbiano, o programa Statistical Analysis of
Metagenomic Profiles (STAMP) foi utilizado (PARKS e BEIKO, 2010).
Para isso, a tabela de frequéncia de sequéncias (taxonomia e fungao) de
cada metagenoma foi utilizada como input ao programa. Valores de p
foram calculados utilizando o teste two sided Fischer’s exact (FISCHER,
1958) corrigidos por Benjamin-Hochberg FDR (BENJAMIN e HOCHBERG,
1995). Para plotar as abundancias dos taxons classificados de cada etapa
do ciclo do nitrogénio, além dos solubilizadores de P e os graficos de
bolhas, foi utilizado o software Tableau®.

A tabela de dados também foi utilizada na analise de componentes
principais (PCA) e andlise de redundancia (RDA), ambas visando a
exploragcdo de multiplos grupos de dados. Nas PCAs foram utilizados os
perfis taxondmicos e funcionais (STAMP), assim como nas RDAs, onde
estes perfis foram correlacionados com as caracteristicas ambientais dos
solos. A validacdo das correlagbes encontradas na RDA foi determinada
pelo teste de permutagdo de Monte Carlo, aplicado com 1.000
permutagdes. As analises, bem como os graficos foram gerados utilizando
o programa Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, Holanda) (TER BRAAK
e SMILAUER, 1998).

Os indices de alfa diversidade foram calculados a partir da matriz de
riqueza utilizando o indice de Shannon utilizando o software PAST
(HAMMER et al., 2001).
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2.4.5 Extragcdo de DNA para sequenciamento do amplicon do gene
16S DNAr

Visando maior eficiéncia, uniformidade e rapidez nas extragdes do
DNA das amostras, esta etapa foi desenvolvida no laboratério sob
responsabilidade da pesquisadora Dr. Janet Jansson, departamento
localizado na Earth Sciences Division (ESD) do Lawrence Berkeley
National Laboratory. Neste local existe um processo automatizado de
extracdo de DNA a partir de amostras de solo, onde a plataforma robdtica
epMotion® 5075 Vac da Eppendorf é acoplada a utilizacdo do kit
PowerSoil®-htp 96 Well Soil DNA Isolation Kit (Mobio Laboratory, EUA).

Neste processo, um cotonete de algodao estéril foi introduzido em
cada tubo de Eppendorf de 1,5 mL contendo a amostra de solo e, apds a
remogao, o esfregaco (algodao + solo) foi inserido na placa para iniciar o
processo de extragdo do DNA. Cerca de 750 ul de Bead Solution, seguido
de 60 pl de solugdo de C1 foi adicionado a cada poco. A placa dos
granulos foi selada e colocada num banho-maria a 65°C durante 10
minutos. Em seguida, a placa foi posta presa de forma segura no agitador
de placas 96 Well Plate Shaker durante 20 minutos, seguido por
centrifugagdo durante 30 minutos a 2500 x g. O sobrenadante foi
transferido para uma placa limpa, que foi coberta com fita selante e
incubada a 4°C durante 10 minutos, seguido por centrifugagédo a 2500 x g
durante 10 minutos. Cerca de 600 ul de sobrenadante foram transferidos
para uma placa limpa, seguido por centrifugagdo durante 10 minutos a
2500 x g. Em seguida, 200 ul de solugéo de C3 foi adicionada a cada pogo
da placa, incubadas a 4°C, durante 10 minutos, seguido por centrifugacao
a 2500 x g durante 10 minutos. Cerca de 700 ul de sobrenadante foram
transferidos para uma placa limpa e centrifugado a 2500 x g durante 10
minutos. Em seguida, cerca de 650 pl de sobrenadante foram transferidos
para uma placa limpa, seguido de uma adigdo da solugdo de C4 e
misturado. A placa com 650 yL de sobrenadante + 650 yL de solugéo C4
foi coberto com a fita selante e armazenados em 4°C, na geladeira
(overnight).
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Apos este passo, a 650 ul de solugéo de C4 foi adicionado a cada
poco da placa e misturado. Em seguida, 650 ul foram transferidos da
placa para a Spin Plate e aplicou-se vacuo durante 3 minutos por 2 vezes.
O vacuo final levou 5 minutos. Este processo ocorreu até que o volume
inteiro tenha sido transferido e, em seguida, 500 ul de solugdo C5 foram
adicionados a cada pogo da Spin Plate e aplicado vacuo durante 5
minutos, seguido de selagem da placa e centrifugacdo. Em seguida, esta
placa foi encaixada numa outra placa limpa e livre de residuos (0,5 mL
Collection Plate) e centrifugada para remover qualquer C5 residual
durante 10 minutos a 2500 x g. A Collection Plate foi encaixada numa
Microplate previamente identificada. Apds este processo, 100 pl de
solugado C6 foram adicionados a cada pogo na Microplate e centrifugada a
2500 x g durante 10 minutos e, em seguida, protegida pela pelicula de
vedacgao e armazenada a -20°C até seu processamento.

Este protocolo foi utilizado de forma a permitir a inser¢do destas
amostras no projeto denominado Earth Microbiome Project (EMP)
(GILBERT, JANSSON e KNIGHT, 2014), liderado por uma equipe da qual
faz parte a Dr. Janet Jansson, e onde estas amostras contam como umas

das poucas obtidas de solos utilizados para a agricultura.

2.4.6 Sequenciamento do amplicon do gene 16 DNAr

O gene 16S DNAr foi amplificado em reagbes em cadeia da
polimerase (PCRs) usando os iniciadores F515/R806, sendo este conjunto
de iniciadores capazes de acessar grupos de bactérias e arqueias, tendo
como alvo a regido V4 do gene 16S DNAr (CAPORASO et al., 2012). As
reacdes de PCR continham 2,5 ul de tampao de PCR Taq Takara Ex, 2 ul
Takara dNTP mix, 0,7 ul Roche albumina de soro bovino (BSA) (20 mg
mL'1), 0,5 ul de cada iniciador (10 uM de concentragao final), 0,125 ul
Takara Ex Taq DNA polimerase Hot Start (Takara, Shiga, Japao), 1,0 ul de
DNA genbmico (5 ng por reagdo) e agua livre de nucleases num volume
final de 25 ul. As reagdes foram realizadas a 94 °C durante 3 minutos para
desnaturar o DNA, seguido de amplificagdo durante 35 ciclos a 94 °C

durante 45 s, 50 °C durante 1 min e 72 °C durante 90 s; uma extenséo
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final de 10 min a 72 °C foi adicionado para assegurar a amplificacao
completa.

Cada amostra foi trabalhada em triplicata, combinadas e purificadas
utiizando o sistema de purificacdo de PCR Agencourt AMPure XP
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA). Os fragmentos purificados foram
quantificados usando o ensaio Qubit dsDNA HS e o tamanho dos produtos
de amplificagdo foi determinado usando Bioanalyzer com Agilent DNA
1000 chips (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). Amplicons
foram agrupados (25 ng por amostra) e sequenciados em uma linha da
placa na plataforma /llumina HiSeq 2000 (lllumina, Inc., San Diego, CA,
EUA), resultando em sequéncias de aproximadamente 100 pb. O
sequenciamento foi realizado junto ao Biofrontiers Institute, um laboratorio
colaborador do EMP em Boulder, Colorado. Este procedimento foi
realizado seguindo todo o protocolo do EMP.

Os processos de de-multiplexing, controle de qualidade e geragao de
Unidades Operacionais Taxonémicas (UTOs) foram feitas no software
Qiime (CAPORASO et al., 2010). As sequéncias de baixa qualidade foram
removidas do total de reads obtidos segundo os seguintes parametros:
Q20; minimum number of consecutive high-quality base calls = 100 bp;
valor maximo de N permitido = 0; maximum number of consecutive low-
quality base calls allowed before truncating a read = 3. Apos estes
processos, 0s reads restantes foram usados para gerar as UTOs e
posteriormente sequéncias representativas de cada UTO foram
comparadas com as disponiveis no banco de dados GreenGenes, que
automaticamente identifica ao valor de 97% de identidade, resultando em
dados compativeis com investigagbes filogenéticas de comunidades
microbianas baseadas em analises de reconstru¢ao de fun¢des (PICRUSt
1.0.0) (http://picrust.github.com/picrust/).

A predigdo de fungdes relacionadas ao metabolismo do nitrogénio,
por sua vez, foi determinada pelo pipeline previamente proposto pelo
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States (PICRUSt) (LANGILLE et al., 2013).
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2.4.7 Quantificagado das comunidades microbianas por PCR em

tempo real (QPCR)

Para quantificar os nimeros de copias dos genes alvo por grama de
solo das amostras, o DNA foi submetido a técnica de gPCR. As reacdes
foram realizadas em duplicata no equipamento Rotor Gene 6000 (Corbett
Life Science, Australia) e o sistema de detecgao utilizado foi Sybr Green |.
Todas as reacoes foram feitas em volume de 10 ul contendo 5 pl do kit
Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG kit (Invitrogen, Brasil) e 0,1
MM dos oligonucleotideos.

Para as amplificagbes do gene nifH foram utilizados os primers
FGPH19 e PolIR (Anexo P), e a ciclagem foi a 5 minutos a 95 °C, seguidos
de 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 45 segundos a 57 °C, 1 minuto a 72 °C.
Para as amplificacées do gene amoA de arquéias (AOA) foram utilizados
os primers 196F e 277R; para o gene amoA de bactérias (AOB) foram
amoA1F e amoA2R (Anexo F). Os ciclos ocorreram numa amplificagao
com desnaturagéo inicial de 3 minutos a 95 °C, seguidos de 45 ciclos de
15 segundos a 94 °C; 30 segundos a 60 °C e 1 minuto a 72 °C para AOA;
ja para AOB a desnaturagao inicial foi de 5 minutos a 94 °C, seguidos de
45 ciclos de 1 minuto a 94 °C; 1 minuto a 60 °C e 1 minuto e 30 segundos
a72°C.

Em todas as quantificagcdes, curvas padroes foram obtidas por meio
de amplificagdbes com o numero de copias conhecido do DNA molde
adicionado nas reac¢des. Com isto, foi possivel determinar a eficiéncia da
quantificacdo, bem como o valor de regressao logaritmica das diluigbes
utilizadas (R?). A especificidade das amplificacdes foi determinada por
meio de curvas de desnaturacéo, realizadas com variacdo de temperatura
de 60 a 96 °C e com a avaliacdo dos produtos de amplificacdo em
eletroforese em gel de agarose. Com os sistemas validos, os valores de ct
(cycle threshold) obtidos para cada amostra em cada uma das reagdes
foram utilizados para a quantificagdo absoluta dos genes de interesse nos
solos analisados. Os métodos estatisticos utilizados para avaliar a
abundéancia dos genes foram o teste de comparagdo de médias Tukey

(p<0,05) para verificar a diferenga entre as médias dos tratamentos e
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analises de regressao linear, as quais verificam um fator condicional em

funcdo de uma variavel.

2.4.8 Estruturagdo das comunidades microbianas por Terminal

Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

A escolha da metodologia de T-RFLP se deu devido a quantidade de
amostras a serem comparadas, 0 que torna inviavel o uso de outras
técnicas, como o PCR-DGGE, na qual se aceita a comparagédo entre
amostras num mesmo gel de eletroforese. Portanto, a técnica
independente de cultivo T-RFLP mostrou-se a melhor alternativa a ser
empregada.

As amplificagbes foram realizadas segundo a literatura com os
primers descritos no Anexo P, utilizando sempre o iniciador forward
marcado com a fluorescéncia FAM na extremidade 5. Fragmentos de 635
pares de base (pb) foram gerados para o grupo microbiano de AOA e 491
pb para AOB. Posteriormente, as amostras foram purificadas em placas
de 96 pogos, utilizando 50 ul do produto da amplificagdo com o fluoréforo
mais adicdo de 200 ul de isopropanol, seguido de incubagéo por 2 horas a
temperatura ambiente. Subsequente a isto, foi feita uma centrifugagéo a
4500 rpm por 90 minutos, descartando o sobrenadante e dando um spin
com a placa invertida. Apos este processo, foi adicionado 250 ul de etanol
absoluto e repetido o processo de centrifugagédo anterior. Em seguida, a
placa foi submetida a secagem em superficie estéril e a temperatura
ambiente por aproximadamente 2 horas. O produto final foi ressuspendido
em 50 pl de agua estéril e quantificado em gel de agarose 1,5% com
obtencao da imagem pelo densitdmetro Storm™ (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia). Todos estes procedimentos foram realizados protegendo as
placas da luminosidade.

As amostras entdo foram clivadas com as respectivas enzimas
(Anexo P). Foram utilizadas quantidades de aproximadamente 200 ng de
produto de amplificagdo com 5 unidades de enzima (ANGEL et al., 2010),
de acordo com as instrugdes dos fabricantes. Para se obter réplicas do

equipamento, cada amostra foi lida duas vezes em sequenciador
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automatico ABI Prism 3500 (Applied Biosystems), utilizando-se a matriz
azul e o marcador molecular de 600 pb.

A analise dos eletroferogramas obtidos foi feita no software
GeneMapper 4.1 considerando os parametros ‘alelos’, ‘tamanho de pico’,
‘altura de pico’ e ‘area do pico’, ajustados ao padrao GS600LIZ. Conforme
diferenciagao dos grupos a nivel de 0,5 pb, foram geradas matrizes de
508 picos para o grupos das arquéias amonio-oxidantes e 224 picos para
as bactérias amoénio-oxidantes, sendo estas utilizadas para as analises
estatisticas. As matrizes de area do pico geradas pelo programa
GeneMapper 4.1 foram analisadas pelo software PAST 2.14 (HAMMER et
al., 2001) e Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, Holanda) (TER BRAAK
e SMILAUER, 1998).

Os métodos estatisticos utilizados para analisar as comunidades
foram a analise das coordenadas principais (PCoA) utilizando a matriz de
similaridade Bray-Curtis, que verifica a ocorréncia de agrupamentos
semelhantes com relagcdo a composicdo microbiana; andlise de
similaridade (ANOSIM) também foi utilizada para estimar a diferenga
estatistica da estrutura das comunidades microbianas funcionais,
buscando confirmar se os agrupamentos estabelecidos sdo ou nao
distintos. Nela, resultados de R<0,5 indicam que os grupos pré-
estabelecidos sdo semelhantes; 0,5<R<0,75 indicam grupos distintos,
porém com alguma semelhanca; e R>0,75 indicam grupos totalmente
diferentes. Além destas analises, foi feita a analise de redundancia (RDA),
que permite estabelecer as diferengas entre os pontos amostrais, como

também correlaciona-las com as outras variaveis ambientais.
2.5 Resultados e Discusséao
2.5.1 Caracterizagao das areas de estudo
As amostras de solo das trés areas de estudo deste projeto foram
submetidas as analises para caracterizagbes fisicas e quimicas, sendo

assim possivel inferir sobre as diferengas nas texturas e na fertilidade

destes solos. As regides escolhidas para serem avaliadas foram
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determinadas segundo as caracteristicas mais diferentes entre elas, como
a variagao na produtividade e no tempo de cultivo de cana (TCC). Isto foi
possivel devido as informagdes obtidas por entrevista aos funcionarios e

produtores das areas de coleta.

2.5.1.1 Caracteristicas fisicas, quimicas e de manejo dos solos

As caracteristicas quimicas do solo, bem como as fisicas, sao
consideradas relevantes a determinacdo da estrutura e diversidade das
comunidades microbianas (FAORO et al., 2010). Portanto, a determinagao
destes quesitos nos solos das areas foi de grande importancia para esta
tese e essenciais para as respostas a hipotese. Em geral, os valores de
pH obtidos foram semelhantes entre as trés areas (Tukey, p>0,05),
variando entre 5,3 e 5,4, sendo estes valores os comumente encontrados
em areas de cultivo com a cultura da cana-de-agucar (CERRI e
MAGALHAES, 2012). O macronutriente P e a saturagdo por bases (V)
também apresentaram valores similares estatisticamente, enquanto que
quantificagdes de outros nutrientes, como K, Ca e Mg diferiram entre os
solos das diferentes areas (Tabela 1), sendo encontrados em maiores
quantidades nos solos de cana da Area A. As principais caracteristicas

das trés diferentes areas séo:

— Area A. Solos com altas concentragdes de célcio (46,0
mmol..dm™) e magnésio (16,4 mmol..dm™), maiores do que os
das outras areas, bem como a soma de bases (70,0
mmolc.dm'3), capacidade de troca catidnica (105,7 mmol..dm™
%) e matéria organica (29,7 g.dm®). A analise fisica das
amostras mostrou que os solos sdo os mais argilosos (65%) e
com maiores valores de silte (14%) (Tukey, p<0,05) (Tabela
1).

— Area F. Seus solos caracterizaram-se de forma intermediaria
em relagdo aos demais, porém com poucas diferengas

estatisticas entre estes e os oriundos das duas outras areas.
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A excecgao ocorre para a concentragdo do amonio, encontrado
em teores menores (9,3 mg.kg”) nesta area. Além disso, os
solos da Area F possuem aproximadamente 53% de areia e
37% de argila, quantidades também intermediarias entres os
solos da Area A e J (Tukey, p<0,05) (Tabela 1).

— Area J. Nestes solos os valores foram menores dos
macronutrientes calcio (29,4 mmol..dm™) e magnésio (7,4
mmol..dm™), além da acidez potencial (17,8 mmol..dm™),
soma de bases 39,9 mmol..dm®) e capacidade de troca
catidnica (57,7 mmol..dm™). Os solos sdo os mais pobres em
matéria organica (17,6 g.dm™) e mais ricos em nitrato (18,9
mg.kg"). A caracterizagdo fisica do solo desta area
apresentou valores maiores de areia (74%) e menores de
argila (22%) e silte (3%) (Tukey, p<0,05) (Tabela 1).

Estas caracterizagbes evidenciam o gradiente das condigdes
ambientais utilizado neste estudo. Este gradiente deve ser util na busca
por possiveis diferenciacbes que ocorrem nas comunidades microbianas
quando o ambiente se altera de maneira gradual. Desenhos experimentais
similares foram utilizados em outros estudos, onde gradientes de
desenvolvimento do ambiente (DINI-ANDREOTE et al.,, 2016) ou
gradientes de contaminacdo de solos (ANDREOTE et al., 2012)
mostraram-se Uteis neste tipo de descricdo de resposta das comunidades

microbianas do solo.

Tabela 1 — Valores médios dos dados quimicos, fisicos e atributos de entrevista dos
solos amostrados

Variavel Area A Area F Area J
"pH CaCl, 5,3+0,04 a 5,4+0,07 a 5,4+0,1 a
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“p mg dm 40,7+14,4a 33,0+3,6a 23,0£53a
*K 7,5£1,7 a 4,910,5 ab 3,1£0,7 a
*Ca 46,0t4,5a 355+3,3ab 29,4+3,7b
**Mg 3 16,4t1,0 a 11,8t1,0b  7,45+0,8 c
mmol, dm
“*H+Al 35,75+1,3a 32,1¢1,8a 17,8%12b
**SB 70,0¢6,9a 52,3t4,6ab 39,9+4,8b
*CTC 105,77+7,3a 84,31#53b 57,71+42c
Sy % 64,724 a 59,8t2,9a 67,1£3,7 a
**MO g dm™ 29,7457 a 23,4114 b 17,6x1,5¢c
*N-NO3 mg kg 16,2+1,7ab  14,1+0,6b  18,9+1,0 a
“*N-NH," 13,7¢0,5 a 9,3:0,4b  12,9+0,5a
**Areia 20,846,3 ¢ 53,5¢4,3b 74,2t1,1a
**Silte % 14,0£1,7 a 8,6£1,0b 3,3810,2 ¢
**Argila 65,214,7 a 37,913,3 b 22,5811¢c
*TCC Ano 9,3+0,7 b 26+4,0 a 7,3t0,7 b
"Produtividade Toneladas/ano  93,1+8,1 a 84x4,6 ab 72,5£3,43 b
=T °C 23,4+x10b 294+14a 29,1t10a

Valores indicam a média das dez repeticbes seguidos pelo terro padrdo; meédias
seguidas pela mesma letra (ab) ndo diferem estatisticamente entre si (Teste de Tukey,
p<0,05).

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

" nao significativo (p>0,05)

P — fosforo; K — potassio; Ca — calcio; Mg — magnésio; H+Al — acidez potencial; SB —
soma de bases; CTC — capacidade de troca catibnica; V — saturagdo por bases; MO —
matéria organica; NOs — nitrato; NH,* — aménio; TCC — Tempo de Cultivo de Cana; T —
Temperatura

As trés areas de cultivo de cana possuem valores diferentes
estatisticamente de matéria organica, sendo a Area A a que contém mais
MO e a Area J a que contém menos. A MO em solos nativos é fortemente
descrita na literatura como a maior fonte e reserva de nitrogénio para as
plantas (GHALEY, HOGH-JENSEN e CHRISTIANSEN, 2010; OTTO et al.,
2014). Sabe-se, portanto, que a mineralizagao deste material organico tem
contribuicdo na nutricdo vegetal, seja este papel exercido em sua
plenitude em areas naturais, ou em taxas variaveis, em solos agricolas.
Segundo Vieira-Megda e colaboradores (2015), na cultura da cana a
avaliagdo da exigéncia de nitrogénio é dificil de ser medida, pois a
disponibilidade do N orgéanico é expressiva, mesmo que variavel de
acordo com as mudancas nos teores de umidade e temperatura, bem

como a escolha das praticas de manejo utilizadas por cada produtor.
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Na literatura, até o desenvolvimento deste trabalho, ndo foram
encontrados estudos realizadas de maneira conjunta em diferentes areas
de cultivo, que foque nas transformacbées do nitrogénio nos solos
agricolas, e que correlacione as comunidades associadas estas

transformagdes com o numero de variaveis utilizadas neste trabalho..

2.5.1.2 Nitrato e amonio em solos de cana

Dentre todas as comunidades microbianas presentes nos solos, o
enfoque principal deste trabalho foi avaliar aquelas que participam da
ciclagem no nitrogénio. Portanto, foi feita a quantificagdo do N mineral
presente nas amostras do solo em suas duas formas; o aménio (N-NH4") e
o nitrato (N-NOg3’). Ambos elementos possuem uma grande importancia
ecoldgica, pois sua presenca no solo indica a agdo dos microrganismos
responsaveis por cada transformag¢ao do nitrogénio, como também pode
indicar, em culturas agricolas, a presenga do fertilizante mineral aplicado
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Na solugéo do solo, a predominancia do ion N-NH,* em relagéo ao
N-NOj™ é observada geralmente em ambientes com baixos valores de pH,
baixas temperaturas e alta umidade (DJIK e ECK, 1995), fatores estes que
inibbem o processo de nitrificagdo (STARK e HART, 1997). A
disponibilidade, bem como a localizagdo e formas de N que séao
encontradas no perfil do solo podem variar em decorréncia das alteragdes
nas taxas de amonificagdo, nitrificacdo e desnitrificagdo (MILLER e
CRAMER, 2004). Em geral, as taxas de nitrificacdo e desnitrificagcdo sao
regidas por fatores que interferem diretamente na atividade microbiana,
como pH, temperatura, aeragao e umidade do solo (LEWIS, 1986).

Foi verificado que a area com auséncia de adubagdo mineral (Area
F) possui quantidades menores de amoénio e nitrato em seus solos,
enquanto que nas outras areas os valores sdo maiores para ambos o0s
ions (Figura 2, Anexo B). Nota-se, portanto, que a adubacgdo pode ter
provido maiores quantidades de nitrogénio nestes solos, enquanto que
areas sem adubacgdo nitrogenada, a concentragdo dos ions aménio e

nitrato foram menores. Segundo Vitti e colaboradores (2007), o maior
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desenvolvimento das raizes da cana pode favorecer a produtividade da
cultura através do acumulo de nutrientes na regido da rizosfera, sugerindo
uma resposta positiva direta a adubagéo nitrogenada. Uma observagéo
interessante é de que a produtividade de cana Area F tem valores
proximos aos da Area A, indicando que ndo apenas a disponibilidade do N

mineral sustenta esta afirmacao.
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Figura2 — Concentragido de amdnio (N-NH,") e de nitrato (N-NO;) dos pontos de

cada area estudada. As barras representam valores da meédia de trés
repeticdbes com o desvio padrao

As concentragbes de nitrato (N-NOj’) foram maiores em todos os
pontos amostrados dos canaviais (Figura 2), o que é esperado, uma vez
que o aménio (N-NH4) sofre rapida conversdo para o nitrato, quando
atinge o solo em condigbes de aerobiose, por meio do processo de
nitrificacdo (BARRET et al., 2016).

No que diz respeito ao ion nitrato, em solos agricolas, este é
normalmente encontrado em concentragdes maiores que aménio e, com
relagao a fisiologia de plantas, existe um consenso geral de que muitas
espécies sdo capazes de assimilar, armazenar e metabolizar melhor o
nitrato como sua principal fonte de N (MOORE e BOTHA, 2013). Quando
ha excessiva absorgao de nitrato pela planta, ocorre seu acumulo dentro
dela, uma vez que o nitrato ndo é reduzido a formas organicas antes de
ser reduzido a amoénio (DWYER, 1995). Entretanto, o entendimento sobre

o uso de fontes de N pela planta & complexo, pois existe a
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heterogeneidade dos processos que envolvem solo-microrganismo-raiz.
Ainda deve ser melhor explorado o fato deste ions poderem ser utilizados
pela microbiota do solo na sintese de formas organicas de N (como por
exemplo, aminoacidos e peptideos), as quais podem ser disponibilizadas
para a nutricdo das plantas, possivelmente cumprindo papel mais
importante do que as atribuidas a estas atualmente (NASHOLM et al.,
2009).

Em cana-de-acucar, ha muita discussdao em torno do assunto e
existem indicios de que ela prefira absorver o amoénio ao invés do nitrato
(PARASHAR et al., 1980; ARMAS et al., 1992). No trabalho de Robinson e
colaboradores (2011), cultivares hibridos comerciais (Saccharum
spontaneum e Saccharum officinarums) absorveram maiores quantidades
de amdnio quando os foram fornecidas fontes de nitrato e amoénio. Neste
mesmo trabalho, os resultados do comportamento de Saccharum ssp. nao
foram similares aos das outras plantas pertencentes a familia Poaceae. As
gramineas sorgo e milho absorveram quantidades iguais de nitrato e
amonio; ja Erianthus preferiu nitrato a aménio. Seguindo a mesma ideia,
Ishikawa e colaboradores (2009) observaram em campo que Erianthus e
sorgo absorveram 30 vezes mais nitrato em seus caules em relagdo aos
valores absorvidos pela cana-de-agucar. Ja o trabalho de Vinall (2011)
mostrou que quando trés fontes de nitrogénio (aménio, nitrato e glicina)
sdo fornecidas simultaneamente as raizes de cana-de-aglcar em campo,
a maior absorgéao € de nitrato, seguido de glicina e amoénio. Portanto, nota-
se a variacado de preferéncia dos ions nitrato e aménio pela cana e por
plantas em geral, possivelmente sendo as diferengas atribuidas as

variagdes genotipicas das plantas, e as condigbes ambientais.

2.5.1.3 Manejos empregados

As areas de estudo deste trabalho apresentam distintas estratégias
de manejo do solo (Anexo C). No que diz respeito a fertilizacdo mineral
dos solos das areas, na entrevista com os produtores foi informado a
presenga ou auséncia de aplicagdo de fertilizantes na cultura, sem

informacgdes de dosagem e/ou tipo utilizado, sendo a Area F a unica com
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auséncia de fertilizagdo mineral (Anexo C). Segundo Kibblewhite e
colaboradores (2008), o manejo convencional que utiliza o fertilizante
nitrogenado inorganico tende a ter seu custo mais elevado a cada safra e,
além disso, é conhecido por apresentar efeitos negativos sobre o meio
ambiente. Quanto a outras fontes de nutrientes a cultura, as Areas A e F
receberam aplicagéo de torta de filtro, residuo da industria sucroalcooleira,
sendo este aplicado como fonte de nitrogénio, fosforo e calcio para a
cana-de-agucar (ADORNA, CRUSCIOL e ROSSATO, 2013).

Na Area A, além da aplicagdo da torta de filtro, alguns dos talhdes
foram fertilizados com vinhaga (Anexo C), residuo gerado da produgao do
etanol, que causa diversos efeitos sob o solo e sua microbiota
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013). Segundo Gianchini e Ferraz (2009), a
utilizagdo da vinhaca em culturas agricolas, especialmente em cana-de-
agucar, fornece beneficios a planta. Um dos principais deles é a atuacao
como fonte de potassio (SILVA et al., 2014), podendo atuar diretamente
na producdo de colmos e na altura das plantas (OTTO et al., 2010).
Alguns talhdes da Area A receberam aplicagbes de carvdo ativado,
elemento com fungdes de adsorcdo a diversas substancias, tais como
metais pesados (LYUBCHIK et al., 2004) (Anexo C). Machida e
colaboradores (2004) trabalharam com carvao ativado granular e
mostraram que ele foi capaz de adsorver o chumbo, evitando assim o
acumulo deste metal pesado no solo e diminuindo a toxidez as plantas.

No que diz respeito a utilizagdo de maquinas nos canaviais, a
mudancga do sistema de colheita de cana a partir do processo de queima
por meios mecanicos no Brasil € um processo irreversivel, sustentado
pela legislagao referente ao setor sucroalcooleiro (VIEIRA-MEGDA et al.,
2015). No entanto, o cenario mostra também que a cultura da cana é uma
das mais afetadas pela compactagdo do solo, uma vez que 60% das
raizes fasciculadas localizam-se na camada de 20 a 30 cm de
profundidade (DE LIMA, DE LEON e DA SILVA, 2013; OLIVEIRA et al.,
2013). As areas de cana deste trabalho diferem entre si neste quesito
(Tukey, p<0,05), sendo que apenas a Area F foi descrita como tendo
alguns talhdes aonde é feita a colheita manual da cana, realizada

posteriormente a queima da palhada (Anexo C). Quanto a utilizacao do



46

sistema de queima da cana-de-agucar, as trés areas possuem talhdes que
usam e nao usam este tipo de manejo. No sistema de producédo desta
planta, a queima das folhas e colmos tém sido uma pratica comum para
facilitar a colheita (GALDOS et al., 2009).

Contudo, ndo foram encontrados relatos na literatura quanto a
avaliagdo da estruturagdo das comunidades envolvidas no processo de
ciclagem do nitrogénio em canaviais e como elas se comportam perante

aos efeitos de manejo acima mencionados.

2.5.2 Metagenoma dos solos de cana

O sequenciamento metagendmico (shotgun) gerou um total de 450
milhdes de sequéncias de 150 pb (R1 e R2) distribuidos em 9 datasets,
com uma média de 50 milhdes de sequéncias por amostra. Deste total de
sequéncias, 21 milhdes (4,6%) nado passaram pelo controle de qualidade
do pipeline do MG-RAST (Anexo D e E). Como o numero de fragmentos
pareados na tentativa de unir as sequéncias R1 e R2 foi pequeno, os
resultados apresentados foram determinados segundo conjunto de dados
R1, totalizando pouco mais de 213 milhdes de sequéncias apds o controle

de qualidade.

2.5.2.1 Descrigao da comunidade microbiana

A composigao taxondmica das comunidades foi avaliada utilizando a
anotagéo filogenética dos reads metagendmicos (Figura 3). O dominio
Bacteria foi o grupo numericamente predominante na composigdo das
comunidades microbianas em todas as areas de estudo.
Aproximadamente 98% de todo o conjunto de dados foram
taxonomicamente atribuidos as bactérias, adicionados de alguns
representantes do dominio Archaea (1%) e Eukarya (1%). O filo
bacteriano encontrado em maior abundancia nos solos foi Proteobacteria
(44%), seguido por Actinobacteria (26%) e Acidobacteria (6%). Estes
resultados corroboram outros ja descritos na literatura, onde

Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria sao frequentemente
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encontrados em maior abundancia em solos tropicais (MIYASHITA, 2015;
LIMA-PERIM et al., 2016; ZIFCAKOVA et al., 2016) e agricolas (FIERER
et al., 2012b; RAMPELOTTO et al., 2013).

No total, foram detectados 27 filos dentro do dominio Bacteria
(Figura 3B), sendo que dentro do filo mais abundante — Proteobacteria —
foram identificadas 6 classes, com destaque para a maior abundancia
relativa de Alphaproteobacteria (Anexo F).

Quanto as arqueias, houve representagdo de 33% do total de
sequéncias deste dominio afiliadas ao filo Euryarchaeota, constatado
como o mais abundante nestes solos. Este filo ja € descrito como o mais
numeroso em outros biomas, como aguas termais (MARDANOQV et al.,
2011) e sedimentos marinhos (BESAURY et al., 2014). As classes deste
filo foram afiliadas a nove grupos distribuidos entre todas as areas e a
maior abundancia delas foi encontrada em solos da Area J. Dentre as
classes, 37% €& representado por Methanomicrobia, seguido de
Halobacteria (25%), Thermococci (10%), Methanobacteriales (6%),
Methanococci (6%), n&o-classificados (6%), Archaeoglobi (5%),
Thermoplasmata (3%) e Methanopyri (2%). O segundo filo mais
abundante foi Thaumarchaeota com 28% dos reads afiliados, seguidos
por Crenarchaeota (20%). Outros filos como Korarchaeota e
Nanoarchaeota representaram juntos aproximadamente 8%.

Nota-se pelas PCAs (Figura 3A) dos perfis taxondbmicos que nao
houve uma nitida separagdo entre a estruturagdo da comunidade
microbiana das trés areas a este nivel de classificagdo. Porém, uma
observacao interessante foi a de que a tendéncia ao agrupamento existe a
niveis de classificagdo mais refinados (ordem e familia), com uma
porcentagem alta de explicagdo dos eixos (93,1 e 81,1%,

respectivamente) (Figura 3A).
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Figura3 -  Afiliagcdo taxonomica dos reads metagendmicos. A figura mostra o
resultado dos datasets completos submetidos a analise do banco de dados
do M5NR utilizando o soffware MG-RAST v3.5. PCA baseada em multiplos
grupos (niveis de filo a familia), aplicando o teste de ANOVA, Tukey-
Kramer como post-hoc test para confianga dos dados corrigido por
Benjamini-Hochberg FDR utilizando o soffware STAMP (A); abundancia de
sequéncias dos filos microbianos por area de canavial utilizando o software
Tableau; o diametro da circunferéncia equivale ao valor da abundancia
relativa de cada filo classificado (B).

De maneira a complementar a avalicao feita com base na taxonomia,
os valores de diversidade foram também estimados. Valores de alfa
diversidade (Shannon H’) foram similares entre as areas. A Area A teve o
maior valor (1,84), ao passo que a Area F o menor (1,80). Verifica-se que
a alfa diversidade em solos de cana é menor quando comparados a
valores encontrados por Navarrete e colaboradores (2013), que
trabalharam com amostras de solos de floresta e pastagem, uma vez que
existe a tendéncia a diminuicao dos valores de diversidade microbiana em
solos de monocultura (FIGUEROLA et al., 2014; ZHAO et al., 2015).

Para visualizar as diferengas na estrutura da comunidade entre as

areas de estudo, matrizes de abundancia dos perfis taxonémicos foram
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submetidas a uma Analise de Redundancia (RDA), correlacionando a
estrutura das comunidades com variaveis fisicas, quimicas e de manejo
das areas, a qual apresentou 98,2% de explicagéo total dos dados (Figura
4).

o
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Figura 4 — RDA comparando os diferentes fatores que determinam a composigao

da comunidade microbiana. Todas as varidveis ambientais foram
utilizadas para gerar o grafico, porém as identificadas com * foram as
significantes (p<0,05) utilizando o teste de permutacdo de Monte Carlo.
Foram utilizados valores de abundancia relativa baseados no banco de
dados M5NR a nivel de classe. P = fésforo

Os perfis metagenémicos apresentaram uma discreta separagao
entre as areas de cana, principalmente separando a Area J das demais no
primeiro eixo, enquanto que as areas A e F tendem a se separar no eixo y.
Foram verificados quais dos fatores ambientais se correlacionam de forma
mais intima com os perfis microbianos obtidos através dos valores de AA
(%). A variavel ambiental que apresentou significancia estatistica quando
correlacionada aos perfis taxondbmicos da comunidade microbiana foi a
aplicacdo de torta de filtro, relacionada ao eixo que aparece explicando
47% da variagdo dos dados (p<0,03). Em seguida, vem o elemento fosforo
como o segundo fator ambiental estatisticamente significante (p<0,04),
relacionado ao eixo y, onde 17% da explicagdo da variagdo total dos

dados € plotada (Figura 4).
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Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations), no ano de 2013 a cana-de-acucar foi considerada uma cultura
que forneceu altas quantidades de biomassa anuais. No que diz respeito a
torta de filtro, que € um residuo de extrema importancia em diferentes
aspectos, além de ser descrito como um material sélido composto de
agua, particulas inorganicas, agucares e pequenos pedagos de bagago da
cana (JANKE et al., 2016), € comumente aplicado como fertilizante
organico nos canaviais, onde é descrito por servir como fonte de N, P e K
para as plantas, aumentando a porcentagem de germinagado, além da
melhoria dos teores de matéria orgéanica, carbono organico, nitrogénio
total e fésforo disponiveis no solo (ELSAYED et al., 2008). No entanto,
sua participagdo na alteragdo das comunidades microbianas do solo é
ainda incipiente. Os dados aqui obtidos indicam este papel da torta de
filtro, sendo que esta pode atuar tanto na adigdo de microrganismos no
solo, como no estimulo da atividade microbiana de grupos ja presentes
neste sistema. Dentro destas duas possibilidades, este estudo verificou
que esta variavel se sobrepds a todas as demais para se correlacionar a
estruturacdo diferencial das comunidades microbianas presentes nos
solos analisados.

A partir do conhecimento das bactérias solubilizadoras de fosforo e
sua atuacgio sobre o crescimento das plantas, foi feito o levantamento da
abundancia relativa destes géneros nos solos de cana (Figura 5). A
importancia desta informagdo no contexto da tese refere-se ao
metabolismo do N e do P serem complementares (MARKLEIN et al.,
2016) e podem atuar de forma a integrar as transformagdes dos
elementos, ajudando no equilibrio biogeoquimico nos solos.

Foi observado que os grupos descritos como solubilizadores de P
estdo presentes em maior abundéncia nas parcelas que receberam
aplicacao de torta de filtro (37%) e menor abundancia nos solos das areas
A e J (30 e 33%), corroborando as inferéncias apresentadas pela RDA
(Figura 3). Microrganismos responsaveis pela conversao do fésforo a
formas assimilaveis pelas plantas pertencem aos géneros Bacillus,
Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea, Pseudomonas
e Streptomyces (HARIPRASAD e NIRANJANA, 2009) e séo estudadas no
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ambito da promocdo de crescimento das plantas em solos com alta
concentragéo de fitato (KUMAR et al., 2013).

metagenoma
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Figura 5 — Afiliagcao taxondémica dos reads metagendmicos aos géneros

descritos como solubilizadores de P em solos cultivados com cana-
de-agucar. A figura mostra a abundancia relativa encontrada nos datasets
completos submetidos a analise do banco de dados do M5NR utilizando o
software MG-RAST v3.5 nas trés areas de estudo

Contudo, a literatura é abundante na indicagdo de que o fator
ambiental que mais determina a distribuicdo e a estrutura das
comunidades microbianas em solos é o pH (ROUSK et al., 2010; MERON
et al., 2012; SHEN et al., 2013). No presente estudo, outros fatores podem
ter surgido a frente deste, devido a similaridade entre os valores de pH
das diferentes areas utilizadas neste tese.

Uma abordagem metagendmica em solos, utilizada por Fierer e
colaboradores (2012a), sugeriu que o prévio conhecimento dos diferentes
taxons presentes numa comunidade microbiana € de extrema importancia
quando se quer predizer a diversidade funcional microbiana num
ambiente. Dessa forma, o conjunto de dados desta tese € bem robusto e
nao foi explorado em sua totalidade, de maneira a concentrar esforgcos no
principal foco do trabalho, que esta na descricdo dos perfis funcionais que

participam da ciclagem do nitrogénio nestes solos.

2.5.2.2 Ocorréncia de sequéncias relacionadas as principais

transformago6es no nitrogénio no solo

Dados metagendmicos permitem a busca por fungdes especificas

dentro do complexo metabolismo microbiano, além de detectar
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populacbes que estdo presentes em baixa quantidade no ambiente
(CAPORASO et al., 2012). A fim de caracterizar quais organismos e quais
processos do ciclo do nitrogénio estdo presentes em maior abundancia
nestes solos nas diferentes areas, foram selecionadas as sequéncias
afiliadas a cada etapa separada do ciclo e esquematizada junto as
diversas reagdes quimicas de transformagao do nitrogénio no solo (Figura
6).

Nota-se que a abundancia das sequéncias afiliadas aos processos,
quando comparadas entre as trés areas de estudo, mostraram-se
similares entre as areas A e F e distintas na Area J, a qual possui a menor
abundancia delas. Em relacdo a proporcionalidade de sequéncias afiliadas
a cada etapa de transformagéo do nitrogénio, uma maior similaridade foi
verificada entre as areas de estudo. A maioria dos genes marcadores
detectados nas transformacgdes do nitrogénio codificam para enzimas que
atuam na assimilagdo do amoénio (28%) e nos processos da amonificagdo
do nitrato e nitrito (DNRA) (21%) (Figura 6; Tabela 2). Esta mesma
condicao foi observada por Llorens-Marés e colaboradores (2015), que

trabalharam com amostras de lagos euxinicos da Espanha.

Gl ssimiagio da amonia

T Desnitrificagéo
— Redugso dissimilatéria do nitrato
— Amonificagdo do nitrato e nitrito (DNRA)
o Oxido nitrico sintase

Abundancia de sequéncias

[ a
—— Fixagéo de nitrogénio 0,0240 0,5326

Figura6 —  Abundéancia e distribuicdo das sequéncias das etapas do ciclo do

nitrogénio. A abundéancia das sequéncias em cada dataset esta indicada
por diferentes cores. Dados dos perfis funcionais obtidos pelo MG-RAST;
Subsystem level 3 (SEED database).
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A utlizagdo do banco de dados SEED Subsystems fornece
informagdes sobre agdo enzimatica, bem como mecanismos regulatérios
do metabolismo. As anota¢des das sequéncias equivalem aos grupos que
possuem o0s genes particulares de cada via, ou seja, a via da
desnitrificacdo descrita nesta tese é representada por microrganismos que
possuem os genes de todos os processos de transformagdo do N na
desnitrificagdo. Ja a via de redugao dissimilatéria do nitrito, por exemplo,
diz respeito aos grupos que possuem apenas 0s genes deste passo (nir),
identificando os microrganismos que realizam esta reagdo dentro da via

da desnitrificagao.

2.5.2.2.1 Etapas de transformagao

O processo mais abundante nas areas, a assimilacdo do aménia
(NH3" = microrganismos) refere-se ao mecanismo principal de regulagéo
da aménia ja conhecido em bactérias e arqueias (REITZER, 2003; MURO-
PASTOR, REYES e FLORENCIO, 2005), na qual a assimilagao deste ion
constitui numa via metabdlica central de assimilagdo do nitrogénio na
maioria dos microrganismos (LEIGH e DODSWORTH, 2007). Juntamente
com a enzima glutamato sintase, estes sistemas desempenham a primeira
fungdo da incorporagdo da amoénia a biomassa, transformando-a em
glutamina e glutamato, codificadas pelos genes g/tB e g/tD (maior e menor
subunidade da enzima) (SUZUKI e KNAFF, 2005). A assimilagdo da
amdnia se correlacionou negativamente com a concentragdo de nitrato
nos solos de cana (p<0,006; =-0,82), ou seja, as duas variaveis movem-
se em diregdes opostas, indicando que na ocorréncia deste processo
(geragédo da glutamina e posteriormente glutamato), ocorre uma menor
disponibilidade deste ion para ser transformado em nitrato (SHI et al.,
2014).
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Tabela 2 — Valores normalizados da abundancia de sequéncias afiliadas as fungbes de cada etapa do ciclo do nitrogénio (SEED database; nivel 3); valores
apresentados por metagenoma

Assimilacdo e . Wmn.u:n,m 0 bio:Sommmo. do Oxido nitrico Fixacdo de
Metagenoma P Desnitrificagao dissimilatéria do nitrato e nitrito . ; o
da aménia . sintase nitrogénio
nitrito (DNRA)
A1 0,50 0,24 0,30 0,39 0,29 0,12
A2 0,50 0,25 0,32 0,39 0,30 0,10
A3 0,51 0,21 0,31 0,40 0,32 0,10
F1 0,53 0,22 0,31 0,41 0,32 0,09
F2 0,53 0,24 0,34 0,42 0,34 0,11
F3 0,53 0,22 0,34 0,41 0,34 0,10
J 0,24 0,11 0,01 0,19 0,15 0,05
J2 0,12 0,05 0,08 0,10 0,08 0,02
J3 0,50 0,21 0,31 0,37 0,31 0,11

Dados dos perfis funcionais obtidos a Subsystem level 3 (SEED database)
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O segundo processo mais abundante de transformagao do N nos solos
foi DNRA (NOs > NO3; NO; - NH4sOH), que pode ser realizado por
bactérias e fungos (STEIN e KLOTZ, 2016). Primeiramente, o nitrato é
convertido a nitrito pela enzima nitrato redutase e que, posteriormente, é
convertido a aménio pela nitrito redutase (PAL, KRARDENAVIS e PUROHIT,
2015). Os genes responsaveis pela codificacdo das proteinas da etapa da
amonificagdo do nitrato sdo nrf, nar e nap (nitrato redutase), mais
especificamente nrfA (enzima citocromo C), narG (enzima ligada a
membrana) e napA (enzima periplasmatica) (ROUSSEL-DELIF et al, 2005).
Ja a amonificagao do nitrito corresponde aos genes nir (nitrito redutase); um
deles é o nirS (citocromo cdi — Cd-Nir) e o outro o gene nirK (enzima ligada
ao cobre — Cu-Nir), sendo que o0s microrganismos podem possuir
combinagbes destes genes, tendo apenas um de cada ou ambos em seu
genoma (SALLES, LE ROUX e POLY, 2012).

Portanto, o consumo do nitrato neste processo corrobora com a
correlagdo negativa encontrada entre as variaveis DNRA e nitrato (p<0,004;
r=-0,83), uma vez que havendo gasto de nitrato dentro do sistema, entende-
se que ambas variaveis caminham em diregbes opostas, tendo em vista a
nao-geragao de nitrato na via, mas sim o seu consumo e manutencao de N
no sistema pela geragdo de amdnio (LU, ZHANG e SHI, 2013).

As vias de reducgao dissimilatéria do nitrito (NO,” - NO) e a via de oxido
nitrico sintase (NO > N;O) vém em seguida na enumeragdo dos processos
mais abundantes. As sequéncias afiliadas a estas fungbes foram similares
nos valores de abundancia relativa. A primeira via em questao diz respeito a
apenas as sequéncias afiliadas ao gene nir, ou seja, a microrganismos que
possuem apenas este gene em seu genoma, diferentemente do que foi
descrito no processo de amonificagdo do nitrato e nitrito (nar, nap e nir).
Muitos estudos tém descrito o gene da nitrito redutase como marcador
genético para a diversidade de bactérias desnitrificadoras (HALLIN e
LINDGREN, 1999; BRAKER, FESEFELDT e WITZEL, 1998), mas em 2001,
Casciotti e Ward identificaram nirkK em bactérias oxidadoras de aménia,
levando a crer que 0s microrganismos que possuem esse gene participam de

ambos os processos dentro do sistema do ciclo do N.
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Adicionalmente, apds a ag¢do da enzima nitrito redutase sobre o nitrito,
este substrato serve a via de 6xido nitrico sintase, sendo ele convertido em
oxido nitrico (NO) e, posteriormente, a enzima 6xido nitrico redutase converte
o NO em o6xido nitroso (N20O), que finalmente é transformado em N gasoso
(N2) pela enzima oxido nitroso redutase na via da desnitrificagdo (PAL,
KRARDENAVIS e PUROHIT, 2015). Portanto, a abundéancia similar de
ambos o0s processos nas areas pode ocorrer pela complementariedade
destes processos no sistema e pela agdo sequencial das enzimas citadas
anteriormente.

Sustentado pela comunidade bacteriana, a etapa da desnitrificacdo
(NO3” > N2) é o passo responsavel pela remogao do nitrogénio do sistema,
devolvendo o elemento a atmosfera na forma de N, (STEIN e KLOTZ, 2016).
Nos solos utilizados para o cultivo da cana-de-acucar, a abundancia relativa
das sequéncias afiliadas aos genes da desnitrificacao foi baixa (maior apenas
que o processo de fixagdo do N;), corroborando resultados relatados por
Jansson e Tas (2014). Estes autores encontraram este mesmo padrdo em
metagenomas de permafrost do Artico. Durante este processo, ocorre a
catalisacdo sucessiva da molécula N, formando NO, N,O e N,, sendo este
ultimo o estagio menos oxidado do elemento (LIGI et al., 2014). A principio, o
nitrito € formado a partir da atuagao de uma enzima nitrato redutase, seguido
pela reducdo dele a NO pela mesma enzima, e depois reduzido a N,O pela
enzima oOxido nitrico redutase. Finalmente, o N,O é reduzido a N, por um
complexo enzimatico composto por 6xido nitroso redutases (gene nosZ),
localizado no periplasma de bactérias desnitrificantes gram-negativas
(PHILIPPOT et al, 2007). Além disso, condicbes de baixa disponibilidade de
oxigénio sdo necessarias para que ocorra este processo.

Hofstra e Bouwman (2005) mostraram que o tipo da cultura, aplicacéo
de fertilizantes nitrogenados, bem como o tipo destes foram os fatores mais
significantes que podem levar a alteragbes nas taxas de desnitrificagdo no
solo. Nossos dados mostram que a variavel produtividade correlacionou-se
positivamente com a abundancia deste processo nas areas de cana (p<0,03;
r=0,71). Acredita-se, portanto, que um conjunto de fatores possa favorecer
esta correlagao positiva, como a fertilidade do solo e 0 método de manejo

adotado, pois este processo esta ligado diretamente a quantidade de carbono
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disponivel para os microrganismos (SENBAYRAM et al., 2009; SENBAYRAM
et al.,, 2012), uma vez que foi observada uma menor abundancia das
sequéncias relacionadas a desnitrificacdo na Area J, que possui os solos
menos férteis quando comparados aos outros. Possivelmente, a estrutura
dos solos auxiliem nesta explicagdo, uma vez que maiores produtividades
sdo esperadas de cultivos conduzidos em solos argilosos, onde também
predomina a condicdo de menor disponibilidade de O, essencial para a
ocorréncia da desnitrificagao.

Por fim, a etapa do ciclo do nitrogénio que apresentou menor
abundancia nos solos analisados foi a fixagdo biolégica do N, (FBN). A FBN
€ catalisada pelo complexo enzimatico da nitrogenase, uma metaloproteina,
codificada pelos genes contidos no operon nif (HOWARD e RESS, 1996),
sendo o gene nifH marcador molecular desta etapa (ZEHR et al., 2003; MAN-
AHARONOVICH et al., 2007). Esta etapa, em termos ecoldgico e econdmico,
€ a mais importante dentro das transformacbes do nitrogénio (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006). Sabe-se que grande parte dos microrganismos
diazotroficos sédo associativos e endofiticos obrigatérios (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006; GABY e BUCKLEY, 2011) e tém como nicho preferivel as
regides rizosféricas (SHU et al, 2012; BERTHRONG et al., 2014). Em cana-
de-agucar, Herbaspirillum spp. e Gluconacetobacter diazotrophicus foram
descritas por Junior e colaboradores (2000) como bactérias endofiticas
capazes de realizar a FBN. Para esta tese, a coleta das amostras do solo foi
feita na entre-linha da cana-de-agucar, evitando proximidade das raizes, a fim
de excluir o efeito rizosférico do sistema e, com isso, microrganismos de vida
livre fixadores de N, podem estar em menor abundancia no bulk soil,

correspondendo assim ao menor valor encontrado para estes grupos.

2.5.2.3 Grupos microbianos relacionados as principais transformagoes

do nitrogénio no solo

Com a finalidade de saber quais filos de microrganismos estédo
associados aos processos do metabolismo do nitrogénio, foram selecionadas
as sequéncias que se afiliaram as diferentes etapas do ciclo e, em seguida,

foi feita a atribuicdo taxonémica de cada uma destas (Figura 7). Com a
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avaliagdo dos perfis taxondmicos dos processos de transformacdo do
nitrogénio individualmente foi possivel chegar a informagdes mais solidas
sobre a diferenciacdo das comunidades microbianas entre as areas
estudadas, como por exemplo visando apenas as bactérias da FBN, ou
apenas os grupos desnitrificantes.

Seis etapas da transformag¢ao do N nos solos foram analisadas (Figura
6). Estas foram plotadas de forma conjunta (Figura 7A e 7B), de forma a
propiciar uma melhor visualizagao dos processos deste ciclo. Com algumas
excegdes, como as sequéncias encontradas afiliadas aos grupos unassigned,
unclassified (derived from Bacteria) e unclassified (derived from other
sequences), foram detectados 21 filos bacterianos, envolvidos em algum

ponto no processo de metabolismo do nitrogénio no solo.
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microbianos associados ao metabolismo do nitrogénio. A figura mostra o
resultado dos datasets completos submetidos a analise da base de dados
SEED (subsystem nivel 3) vs M5NR utilizando o software MG-RAST v3.5. O
ciclo do nitrogénio no solo foi esquematizado por etapas de transformacgéo do
elemento (1 a 6); modificado de Levy-Booth et al., 2014 (A). (1) Fixagdo do
nitrogénio; (2) Assimilacdo de amoénia; (3) Desnitrificagdo; (4) Redugao
dissimilatéria de nitrito; (5) Amonificagdo do nitrato e nitrito (DNRA); (6)
Sintese de 6xido nitrico (B). HMSON — N orgénico de alto peso molecular;
DON — N organico dissolvido; ANR — reducdo assimilatéria do nitrato

A etapa 1 representa o processo de fixagado biolégica do Nz, onde foram
encontradas sequéncias classificados em 12 filos bacterianos. O mais

abundante deles foi Proteobacteria, seguido de Chloroflexi e Cyanobacteria.
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Genes relacionados a FBN se espalharam em varios taxons durante a
evolugdo, por exemplo, sendo encontrados atualmente em bactérias
pertencentes a doze géneros dentro das classes de Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria (REMIGI et al., 2016), todos pertencentes ao filo
Proteobacteria, mais abundantemente participando desta transformacéo nos
solos analisados (Figura 7B).

No entanto, no que diz respeito a diversidade microbiana, por mais que
a fixacdo do N tenha sido o processo menos abundante nas areas, a
quantidade de taxons que podem desempenhar essa fungdo foi maior do
que, por exemplo, a etapa da desnitrificagao.

A etapa 2 representada na Figura 6 corresponde a assimilacdo de
amoénia. Nesta etapa foi encontrada a participagdo de 20 filos de
microrganismos, sendo a mais diversa em taxons e também a mais
abundante em sequéncias (28%). Este processo foi atribuido também
primordialmente a bactérias pertencentes ao filo Proteobacteria, seguidas por
Actinobacteria e Acidobacteria, comumente encontradas como as mais
numerosas em solos agricolas (FIERER et al., 2012a; VEGA-AVILA et al.,
2015; SCHMIDT e WALDRON, 2015). Observa-se que 0s grupos mais
abundantes neste processo sdao também os mais abundantes de maneira
geral nos solos. Esta correlagdo é esperada, uma vez que todos os
organismos que assimilam nitrogénio para sua nutricido o fazem via este
processo.

A etapa 3 é a desnitrificagdo, a qual foi atribuida a 8 filos microbianos.
Dentro deste processo, esta inserido a etapa 4 e 6, que correspondem a
reducao dissimilatéria do nitrito e éxido nitrico sintase, respectivamente. A
produgcdo de NO (etapa 6) pode ser realizada por bactérias nitrificantes e
desnitrificantes, mas estudos com is6topos marcados mostraram que em
solos agricolas sdo os microrganismos desnitrificantes os que desempenham
melhor essa fungao (OPDYKE, OSTROM e OSTROM, 2009). Ao contrario
das outras etapas do ciclo, o filo mais numeroso que podem desempenhar a
producdo de NO foi Actinobacteria, seguido de Proteobacteria e
Acidobacteria (Figura 7B).

A etapa 5 representa o processo de amonificagdo a partir do nitrato e

nitrito (DNRA), onde os microrganismos mais abundantes pertencem ao filo
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Proteobacteria, seguidos por Actinobacteria. Nao era esperado que esta via
fosse identificada como uma das mais abundantes nos solos utilizados para o
cultivo de cana-de-agucar (Figura 6), pois este processo é tradicionalmente
descrito em sistemas anaerdbicos como sedimentos e rimen (ANDREOTE et
al., 2012; COBELLIS, TRABALZA-MARINUCCI e YU, 2016). Porém,
trabalhos recentes vém mostrando que esta via pode ocorrer em maior
atividade do que se pensa em ecossistemas terrestres (RUTTING et al.,
2011; THAMDRUP, 2012).

O filo Proteobacteria teve participacdo primordial no ciclo do N,
representando o grupo mais numeroso relacionado ao metabolismo e
transformagéo deste nutriente no solo. Este filo, segundo Schmidt e Waldron
(2015) possui microrganismos de particular interesse, uma vez que o grupo
inclui a maioria das espécies que catalisam reacdes de consumo de metano
e producdo de Oxido nitroso, dois importantes gases de efeito estufa,
diretamente ligados ao efeito de manejo de um solo agricultavel.

Outra observacao interessante foi a de que a diferencga é visivel entre a
abundancia dos filos entre as areas. A Area J apresenta em todas as etapas
0 menor numero de sequéncias dos taxons classificados. Esta area é
destacada na tese como a menos produtiva, com solos menos férteis tendo
os valores mais baixos dos macronutrientes Ca e Mg, além da MO, porém
mais ricos em nitrato, além de serem mais arenosos (74%).

Em geral, filos como Proteobacteria, Verrucomicrobia, Cyanobacteria e
Chloroflexi estiveram presentes em todas as etapas de transformagédo do
nitrogénio avaliadas, sendo o ultimo em menor abundancia. Na etapa da
fixacdo do N, Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes nao
foram identificados. Nao era esperado nao encontrar Actinobacteria, uma vez
que s&o microrganismos comumente descritos como diazotroficos (GTARI et
al., 2007). Quando se compara a abundancia dos filos entre as areas, a Area
J se difere das demais como a que menos possui grupos com capacidade de
desempenhar as diferentes reacbes do metabolismo do N. Mais
detalhadamente, as RDAs (Anexo G e H) puderam mostrar as variaveis
ambientais que mais influenciam na separagéo dos grupos entre as areas de

estudo.
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Na RDA da via de fixagdo do N (Anexo GD), o filo mais abundante
(Proteobacteria) foi representado no mesmo quadrante que a variavel
produtividade, sendo este fator o responsavel pela maior explicagao total da
variagdo dos dados (19%), além da MO (3%) também ter sido importante
nesta separagao (Anexo H). Logo, quando se avaliam os grupos da via de
assimilagdo da amonia, o nitrato presente nestes solos foi responsavel por
43% da separagao dos perfis microbianos, seguido de P (22%) e H+Al (13%)
(Anexo GA e H). Ja na via de amonificagdo do nitrato e nitrito (ou DNRA), o
elemento magnésio representou a maior porcentagem de explicagao total dos
dados (33%) (Anexo H) e, na literatura ndo foi encontrado informagéo sobre
efeito do Mg sob a comunidade microbiana. Nos processos de
desnitrificacdo, a queima teve a porcentagem maior de explicacao (41%), que
possa talvez ser explicada como fator indutor na emissdo de N,O para a
atmosfera, elemento final de uma via parcial dentro da etapa completa da
desnitrificacdo que, assim como os outros processos, € controlada por
diversos fatores como o pH e umidade (RUDAZ et al., 1999). A via de 6xido
nitrico sintase esta inserida dentro da desnitrificacdo e a uUnica variavel
significativa na RDA foi produtividade com 16%. Adicionalmente, variaveis
como V e carvao ativado explicaram 36 e 34%, respectivamente, os perfis
microbianos com capacidade de desempenhar o processo de reducdo
dissimilatéria do nitrito.

Além destas observacoes, foi interessante notar a redundancia
metabdlica existente nos processos. E importante atentar para a participacéo
de mais grupos microbianos dentro de cada um destes processos, o que da a
eles manutencdo em suas funcionalidades mesmo frente a variagoes
ambientais, comuns em solos, caracterizados como sistemas altamente
heterogéneos e dindmicos. Embree e colaboradores (2015), por meio da
metagenOmica, confirmaram a existéncia de interacdes metabdlicas em
microrganismos desempenhando a ciclagem de nutrientes no solo. Além
disso, avangos na ecologia microbiana revelam altos indices de diversidade
de espécies e complexidade na maioria das comunidades, como em solos e
aguas marinhas (GANS et al.,, 2005; SOGIN et al., 2006), observacao
também feita nos dados desta tese. Esta complexidade do sistema também

indica a possibilidade de alteragdes na ciclagem dos elementos frente a
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alteragbes ambientais, sejam estas promovidas por eventos de contaminagéo
do ambiente (SINGH et al., 2014), ou por alteragdes nos manejos agricolas
empregados. Num sistema de cultivo, estas alteragdes podem acarretar em
alteragbes na ciclagem de nutrientes, alterando sua dindmica no solo, e
possivelmente refletindo no desenvolvimento das plantas. A visualizagcdo dos
perfis funcionais submetidos a analise de PCA com altos valores de
explicagdo dos eixos (Anexos IB, ID, JB, JD, LB e LD) separam, em sua
maioria, os metagenomas da Area F dos outros, sugerindo que a auséncia de
aplicagdo do fertilizante mineral nestes solos podem promover a alteragdo
nestas comunidades do ciclo do N.

A compreensao mais detalhada e profunda de como estas comunidades
sdo estruturadas e a diversidade é mantida € um dos desafios da ecologia
microbiana. Embora o uso de dados metagenémicos possa determinar
facilmente o perfil da composicdo taxondmica e funcional presente no
sistema, esta visdo se limita ao potencial metabdlico da comunidade no
momento da amostragem. Metodologias futuras devem contemplar tanto a
parte funcional destas comunidades bem como a dindmica temporal das
mesmas.

Devido a variabilidade na ocorréncia de diferentes grupos microbianos
participando das transformagdes do nitrogénio em cada area, os dados
obtidos permitiram a busca por um grupo ou filo que esteja participando de
todas transformacdes do ciclo do N nos solos de canaviais, bem como a
descricdo de um core microbiano (Figura 8 e 9), constituido por grupos
comuns entre as areas, onde participam das mesmas etapas de
transformacéao do nitrogénio. Detalhes das informagdes nos Anexos |, J e L.

A ordem  Sphingomonadales (filo  Proteobacteria, classe
Alphaproteobacteria) foi identificada como representante do core microbiano
destes solos (Figura 8), sendo membros desta ordem encontrados em todas
as areas, e participantes das diferentes transformacdes estudadas. A Area F
detém o maior niumero de sequéncias afiliadas a esta ordem (55%), seguida
da Area A (31%) e por fim da Area J (14%) (Figura 9). A literatura é pouco
informativa sobre a funcionalidade de bactérias pertencente a esta ordem em
sistemas agricolas. No entanto, sabe-se que bactérias deste grupo possuem

a habilidade de degradagédo de alguns compostos aromaticos, conforme o
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trabalho de Abbasian e colaboradores (2016), que mostrou a relagéo da alta
concentragao de petréleo no solo com a ocorréncia destas bactérias,
especialmente Sphingomonas sp.. Além disso, estas bactérias sdo descritas
como adaptadas a ambientes com baixa concentragcédo de carbono (EILER et
al., 2003), encontradas em ecossistemas marinhos oligotréficos (MILLER et
al., 2010; TANG et al., 2012) e também associados a formagao de biofilmes
(SHAW et al., 2014). Adicionalmente, Sphingomonadales sao bactérias gram-
negativas que possuem esfingolipideos na membrana externa da parede
celular e tem sido sugerido que estes lipideos agem como barreira contra
antibioticos, poluentes e solventes organicos (RAMOS et al., 2002, SUN et
al., 2013).

NO,” > NO NH; > microrganismos

NO, > NOy
Reducdo dlssml/atona do nitrito NG,” > NH,OH

Amonificagéo do nitrato e nitrito

(DNRA)

unclassified (derived from
Epsilonproteobacteria)

NO > N,0

Oxido nitrico smtase

unclassified (derived
from Actinobacteria)

NO,” > N,
2% 3%
° [
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[ Area F ibri o®
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Figura 8 — Afiliacdo taxondémica dos reads metagendmicos dos grupos

microbianos associados ao metabolismo core do nitrogénio (nivel de
ordem) nos solos de cana. A figura mostra o resultado dos datasets
completos submetidos a analise da base de dados SEED (subsystem nivel 3)
vs M5NR utilizando o software MG-RAST v3.5. O centro (core) representa a
ordem identificada como recorrente em todas as transformagdes do
elemento. Do centro da figura saem outras ordens identificadas como
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participantes das diferentes etapas (Teste de ANOVA e post-hoc Tukey-
Kramer a 0,95 corrigido por Benjamin-Hochberg FDR; p<0,05)

Interessante observar que o processo de FBN apresentou
Sphingomonadales como a Unica ordem significativa entre as propor¢des
presentes em todas as areas de cultivo. Cerca de 55% dos reads afiliados a
esta ordem estdo presentes nos metagenomas da Area F (Figura 9). O uso
da terra para o plantio da cana nesta area varia entre 10 e 40 anos, sendo a
parcela de estudo com mais TCC. Estes solos sdo também manejados
diferencialmente, com aplicagdo de torta de filtro e nao possuem fertilizagédo
mineral. Estas variaveis podem indicar uma indugdo da multiplicagao destas
bactérias devido a estas praticas, o que deve ser posteriormente confirmado
em experimentos controlados para esta finalidade.

Sphingomonadales

OAOF @)

e
>

0 0,01 0,02 0,03 0,04

Abundancia de sequéncias

Figura9—  Afiliacdo taxonémica dos reads metagenémicos a ordem
Sphingomonadales, caracterizada como o core microbiano dos solos de
cana. A figura mostra o resultado da soma dos valores (trés metagenomas)
da abundéancia relativa de sequéncias (a) e a porcentagem delas (b) entre as
trés areas de estudo (SEED Subsystem nivel 3 vs M5NR; sofftware MG-RAST
v3.5)

Além de Sphingomonadales, outras ordens de microrganismos
complementam o conjunto microbiano que se difere dos demais da
comunidade (Figura 8). Do filo Proteobacteria, além de Sphingomonadales,
encontram-se as ordens Vibrionales representando 1% na via de 6xido nitrico

sintase, Desulfuromonadales (28%), Xanthomonadales (12%) e unclassified
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(derived from Gammaproteobacteria) (2%) na via de redugéao dissimilatoria do
nitrito; Rickettsiales (2%) na etapa de assimilacdo da aménia e unclassified
(derived from Episilonproteobacteria) representando 2% na via de
amonificagao do nitrato e nitrito. Outro filo € Cyanobacteria, com a presenca
das ordens Oscillatoriales com 12% de representagdo na etapa da
assimilagdo de amoénia e Nostocales com 28% na via de 6xido nitrico sintase;
ja o filo Verrucomicrobia teve apenas a ordem Methylacidiphilales presente
na via de oxido nitrico sintase, com 2%. Outro filo identificado foi
Actinobacteria com as bactérias nao-classificadas (3%) também na via de
oxido nitrico sintase. O ultimo filo descrito foi Bacteroidetes, com as ordens
Sphingobacteriales e Cytophagales, ambas representando 36 e 24% na via

da desnitrificacao.

2.5.2.4 Descricao dos genes codificadores de enzimas relacionadas a

transformagdes do N em solos cultivados com cana-de-agucar

Por anos a microbiologia tem isolado microrganismos de diversos
ambientes para descrever a conexao entre genes e fungdes peculiares em
diversos processos metabdlicos. A estudo das enzimas atuantes nos
processos do ciclo do N foi em grande parte desenvolvido utilizando culturas
axénicas, confirmando a fungdo que alguns genes desempenham dentro do
ambiente (STEIN e KLOTZ, 2016). A anotacdo de KOs (KEGG Orthology) e a
classificagdo enzimatica (E.C.) foram utilizadas na analise funcional do
metabolismo do N e os valores foram normalizados de acordo com o valor
total de hits dos dados metagendémicos (Figura 10; Anexo M e N).
Adicionalmente, a analise funcional baseada em enzimas buscou o potencial
genético da comunidade microbiana através de genes marcadores do ciclo
do nitrogénio (LAURO et al., 2011) de todas as suas etapas. Nesta parte, as
analises foram baseadas no banco de dados KEGG e complementam as
anteriormente descritas, uma vez que algumas das enzimas identificadas
participam de processos nao descritos no item 2.5.2.3.

Foram identificadas 12 enzimas (Figura 10; Anexo M) pertencentes a
classe das oxirredutases participantes do metabolismo do N em todos os

solos cultivados com canaviais. Em geral, os solos da Area A mostraram
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prevaléncia na abundancia destas enzimas, com algumas exce¢des. Além
disso, novamente a Area J apresentou valores mais baixos dos processos do
ciclo, corroborando com o estudo das sequéncias afiliadas as diversas fases
do ciclo discutidos anteriormente.

A enzima do processo de redugao do nitrato (Figura 10 [1d]) (NO3 >
NO;) (E.C. 1.7.99.4) teve um papel importante dentro do ciclo, sendo
encontrada em maior abundancia (48%) dentre todas as enzimas
identificadas. Conforme foi mostrado anteriormente (Iltem 2.5.2.3), o processo
classificado como amonificacdo do nitrato e nitrito (Figura 7) é dividido em
duas partes. A primeira delas, quando comparam-se os dados, referem-se as
sequéncias afiliadas neste caso ao processo de reducdo do nitrato, que sao
enzimas codificadas pelos genes nar, nap e nrf, evidenciando a informagao
de que esta maior abundéancia corrobora com dados da Figura 6, os quais
mostram a via da amonificacdo do nitrato e nitrito como a segunda mais
ocorrente nos solos.

Ja as enzimas de redugao do nitrito (NO2” = NH3;) (Figura 10 [2a, 2b e
2c]) (E.C.1.7.2.2,1.7.7.1 e 1.7.1.4) formam o segundo grupo mais numeroso
nestes solos, com cerca de 40% de representacao, codificadas pelos genes
nir e que, segundo o KEGG, sao enzimas capazes de transformar o nitrito em
amdnia. O processo de desnitrificacdo representou 11% da abundancia de
hits relacionados a duas enzimas (E.C. 1.7.2.1 e 1.7.99.7). A primeira delas &
responsavel pela conversdo do NO; a NO (Figura 10 [1a]) codificadas pelo
gene nirS e a segunda enzima que é codificada pelo gene norB (Figura 10
[1b]) converte o NO a N,O. Em seguida, em menor niumero, vem a etapa da
fixacdo do N (N2 > NH3) (E.C. 1.18.6.1), com 0,7% de representacéo,
seguida de nitritagdo (NH,OH > NO;’) (E.C. 1.7.3.4) com 0,2% e redugao da
hidroxilamina (NH2,OH - NHs) (E.C. 1.7.99.1) com 0,1%.
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Figura 10 — Abundancia relativa de hits classificados e atribuidos as enzimas de
cada etapa do processos do ciclo do N. Redugédo do nitrato (1a a 1d;)
Redugédo do nitrito (2a a 2c). O asterisco indica a diferenca estatistica
signifcativa (Teste de ANOVA e post-hoc Tukey-Kramer a 0,95 corrigido por
Benjamin-Hochberg FDR; p<0,05)

No contexto geral, os solos cultivados com cana apresentam taxas mais
altas de reducdo do nitrato e nitrito, que fazem parte do processo de
desnitrificacdo. A desnitrificacdo incompleta ou parcial, no entanto, pode
contribuir nas emissdes de gases do efeito estufa (FLECHARD et al., 2005).
Solos da Area J apresentaram menor abundancia das nitrito e nitrato
redutases, indicando uma menor presenga de microrganismos
desnitrificantes nestas areas, provavelmente pelas caracteristicas que os
solos dessa area possuem. Sao mais arenosos, proporcionando um ambiente
altamente rico em oxigénio, agente limitante do processo de desnitrificacéo
(BARRET et al., 2016). Além disso, a concentragdo de nitrato nos solos
amostrados é maior que aménio (Figura 2; Anexo B), sendo esta observagao
um indicativo de maiores valores de enzimas que utilizam o nitrato como

precursor da via de reduc¢ao até nitrito.
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2.5.2.5 Predicio da funcdo do metabolismo do N a partir do
sequenciamento do amplicon do gene ribossomal 16S DNAr por

IHlumina

O sequenciamento do amplicon do gene 16S DNAr por lllumina HiSeq
2000 foi feito concomitantemente ao metagenoma (Anexo O). Esta analise
conferiu ganhos ao trabalho em diversos aspectos, principalmente nas
confirmagdes dos dados e enriquecimento das analises.

A principal informacao obtida destes dados foi a de que a afiliagdo de
sequéncias de 16S DNAr a fungbes do metabolismo do nitrogénio confirma a
propor¢cdo encontrada nos datasets do metagenoma (Figura 11a e 12).
Genes marcadores como o 16S DNAr de bactérias e arquéias sao
frequentemente utilizados na caracterizagado taxondmica da composicdo e
diversidade filogenética que existe nos mais distintos ambientes (LANGILLE
et al., 2013).
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Figura 11 — As bolhas (a) representam a abundancia das sequéncias afiliadas aos
diversos filos encontrados no sequenciamento do amplicon 16S rDNA. O
diametro da cincunferéncia equivale aos valores de abundancia comparados
entre as areas. PCA (b) dos perfis das comunidades microbianas baseada na
analise taxondmica de Archaea e Bacteria utilizando valores de abundancia
relativa a nivel de classe (M5NR database)

Observa-se pela analise de PCA com base nas sequéncias deste genes
que a Area J se separa das demais, como previamente observado para as

outras analises (Figura 11b). Com estes resultados, foi possivel comparar
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e/ou validar as inferéncias taxonOmicas obtidas pelo metagenoma. A
metagendmica e o sequenciamento de amplicon (gene 16S DNAr) tém sido
aplicados em diversos estudos de microbiomas, desde ambientes naturais
(VENTER et al., 2004; MASON et al., 2014) até o corpo humano (QIN et al.,
2010). Considerando o sistema solo um microbioma complexo e dinamico, o
sequenciamento do amplicon (resolugdo mais baixa e menos custoso)
acoplado a metagenémica shotgun (resolugdo e custo maiores) podem ser
consideradas ferramentas facilitadoras do entendimento destas comunidades
microbianas que, anexado a um desenho experimental diferenciado, geram
resultados altamente confiaveis. A informagao funcional do metagenoma se
complementa neste sentido, com a profundidade amostral desempenhada
pelo sequenciamento dos genes ribossomais.

Portanto, o intuito deste esforco a mais foi buscar a abundancia das
sequéncias que estao relacionadas ao metabolismo do N, baseadas numa
predigéo funcional de um dataset do gene ribossomal (Figura 12). A predi¢cao
da ocorréncia de genes relacionados as transformacdes do nitrogénio,
realizada por meio do PICRUSt, corroboram os dados metagendmicos. Como
se pode notar, a abundancia destes grupos microbianos foi encontrada em
menor quantidade na Area J, informacdo que condiz com as previamente
descritas no item 2.5.2.3 (Figura 7). Dentro do contexto do trabalho, esta
informacéo serve como uma caracteristica importante para a confiabilidade
dos dados gerados, mesmo sendo a um nivel menos acurado (nivel 1) de
funcionalidade. Adicionalmente, esta foi uma forma de acoplar os resultados
de sequenciamento e fazer uma comparacdo clara sobre como essas

comunidades estao distribuidas nos solos utilizados para o cultivo da cana.
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Figura 12— Gréafico de pizza representando a abundancia de sequéncias do
sequenciamento do amplicon 16S DNAr afiliadas ao metabolismo do
nitrogénio determinadas pelo software PICRUSt (nivel 2); valores
representam a soma de 3 repeti¢des de cada area de estudo

2.5.3 Quantificagao e avaliagao da estrutura microbiana participante do

ciclo do nitrogénio por qPCR e T-RFLP

Os dados abaixo descritos confirmam as evidéncias encontradas nos
dados dos diferentes tipos de sequenciamento (metagenoma shofgun e
amplicons do gene 16S DNAr). A quantificagéo dos genes funcionais amoA e
nifH, bem como a estruturagdo das comunidades que possuem estes genes,
s&o validas e dao maior suporte as inferéncias sobre a ecologia microbiana

relacionada as transformacgdes do nitrogénio destes solos.

2.5.3.1 Abundancia das comunidades microbianas envolvidas no ciclo
do N

Como forma de validar as inferéncias previamente feitas nos
metagenomas das areas de cana, a abundancia de bactérias fixadoras de
nitrogénio de vida livre, bactérias ambnio-oxidantes (AOB) e arquéias
amonio-oxidantes (AOA) foi determinada por PCR em tempo real. A eficiéncia
de amplificacdo dos fragmentos foi de 0,86 para nifH, 0,93 para amoA de
bactérias e 0,99 para amoA de arquéias. Os valores de regressao logaritmica
das curvas obtidas (R?) foi de 0,99 para todas as quantificacdes. As
quantificacdes, determinadas na unidade de logio g de solo, mostraram
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maior abundéancia do gene nifH nos solos estudados, seguida de AOA e, por
fim, de AOB (Figura 13A e 13B). A comparacao entre a abundancia destes
grupos nas areas estudadas apresentou diferenga significativa para as
quantificagdes dos genes amoA de bactérias e arquéias (Teste de Tukey,
p<0,05).

As comunidades fixadoras de nitrogénio (nifH) apresentaram
quantidades médias detectadas préximas a 10" cépias do gene (logio g ') e
foram as mais abundantes, sendo que na Area A variaram de 3,8.10° a
1,1.10"; na Area F apresentaram valores de 2,4.10° a 1,5.10" e na area J
variaram de 1,3.10% a 2,2.10”. As comunidades de AOA variaram de 1,6.10° a
4,4.10° na Area A; 2,8.10° a 1,0.10° na Area F e 1,4.10° a 1,8.10° cdpias do
gene por grama de solo na Area J. J4 as comunidades de AOB variaram de
9,9.10" a 2,0.10° na Area A; 1,7.10% a 1,4.10° na Area F e 3,0.10° a 7,1.10°
copias no gene por grama de solo na Area J (Figura 13A).
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Figura 13— Abundancia das comunidades de bactérias fixadoras de nitrogénio de
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vida livre (nifH), bactérias (AOB) e arquéias amonio-oxidantes (AOA) em
solos das diferentes areas amostradas. Os valores indicam a média, em
logio, de trés repeticdes; as barras indicam o erro padréo gerado a partir das
repeticbes (A). Os valores indicam a média, em log+,, dos valores de copias
do gene por grama de solo de 10 pontos; as barras indicam o erro padrédo
gerado a partir das repeticdes e as letras minusculas representam diferenga
estatistica (teste de Tukey, p<0,05) (B).

Dentro de cada uma das areas foi também estudada a variabilidade dos
dados de quantificagdo, os quais se mostraram mais variaveis para a
deteccao de AOB, como mostra o boxplot (Figura 14), enquanto que as
quantificagdes do gene de AOA e nifH se mostraram mais constantes e

uniformes.
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Figura 14 —  Boxplot mostrando a variagdo das copias dos genes funcionais nos solos de
cada area de estudo, identificando aonde se localizam 50% dos valores mais
provaveis, a mediana e os valores extremos (barras) obtidos com a técnica
de PCR em tempo real

As bactérias fixadoras do nitrogénio apresentaram abundancia similar
entre as trés areas. Alguns autores indicam que a maior abundéancia de tais
organismos esta relacionada com a maior presenga de microagregados do
solo, que proporcionam maiores condi¢gdes de microaerofilia e anaerobiose, o
que ajuda na ocorréncia da fixacdo bioldégica do nitrogénio (GUPTA e
ROPER, 2010; PEREIRA e SILVA et al., 2011). No entanto, tal relagdo nao
foi observada neste trabalho, uma vez que dentro dos parametros fisicos dos
solos, as areas F e J apresentam teores de argila menores que os da Area A.
Dentre estas areas nao foram observadas diferengas significativas na
abundancia deste gene. Possivelmente, a auséncia de tal efeito se deva ao

fato de ocorrer uma menor pressédo de selegdo destes fatores em areas de
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cultivo agricola, o que pode tornar as comunidades mais homogéneas. Além
disso, dados apresentados pelo metagenoma mostraram que a FBN é o
processo menos representado entre todos nos metagenomas. Assim sendo,
a utilizagcado de um gene marcador, como o nifH, facilita a observagéao destes
microrganismos no solo. Outro fato que explica esta diferenciagdo na
quantificacdo destes grupos pode estar relacionado a complexidade da
anotacdo metagendmica, onde sequencias que podem atuar neste processo
deixam de ser adequadamente anotadas.

Wakelin e colaboradores (2007) verificaram que a quantidade de
microrganismos diazotréficos nao diferiu quando houve aplicagdo de
fertilizantes nitrogenados nos solos utilizados para o cultivo de milho. O
trabalho destes autores estabeleceu tal hipétese com base no trabalho de
Schwarz e colaboradores (1994), que observaram uma resposta direta, com
uma diminuigdo na densidade deste gene em areas que receberam a
fertilizacdo nitrogenada. Isto indica que varios fatores podem modular a
abundancia da comunidade de fixadores bioldgicos do nitrogénio, e um meio
de se estabelecer quais sdo estes fatores € o estudo de correlagdes entre a
abundancia observada em fungdo das mais distintas varidveis no ambiente
estudado.

Neste trabalho, realizou-se uma analise de regresséo entre os valores
de quantificagdo do gene nifH (Y) e a variavel ambiental (X). A quantificacao
das copias obtidas do gene nifH se correlacionou significativamente (p=0,05)
com pH do solo, sendo esta correlagdo valida para todas as amostras
analisadas conjuntamente. Nestas analises foi observado que com o
aumento do pH no solo, ha também um aumento da abundéancia do gene
nifH. E importante notar que este gene ndo demonstrou correlagdo com mais
nenhum outro fator fisico ou quimico do solo, sugerindo o pH como o mais
forte modulador da densidade de tal gene nos solos estudados.

Com relagdo aos grupos das bactérias aménio-oxidantes (AOB),
verificou-se que este foi o grupo com menor abundancia nos solos
amostrados. A Area J apresentou maiores valores de copia do gene amoA de
bactérias (7,1.10%), diferindo esta area das demais (Tukey, p<0,05).
Analisando a variagao entre as areas, a Area A teve, de forma geral, menores

valores de quantificagdo para tal gene, com destaque para o ponto A10, o de
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menor quantidade de bactérias aménio-oxidantes entre todos (9,92.10").
Possivelmente, a textura dos solos esteja relacionado a estas variacoes,
sendo que condicdes de maiores quantidades de areia levam a maior
disponibilidade de oxigénio, promovendo atividade de oxidagao da amonia.

Nos solos analisados neste trabalho, a abundéancia do grupo das
bactérias oxidadoras do amdnio mostraram-se relacionados com outros
fatores fisicos e quimicos que nao o pH. Valores significativos foram
encontrados para a correlagao entre abundancia de AOB e quantificacbes de
amodnio (p=0,02), nitrato (p=0,04), areia (p=0,03) e argila (p=0,04). Porém, foi
testada a regressao linear correlacionando cada éarea de estudo
separadamente (n=30) com todos os fatores citados anteriormente e os
valores de p nao foram significativos, indicando que as variagdes sao validas
apenas na comparacdo entre as areas distintas, mas n&o dentro de cada
uma das delas.

As anadlises de regressdo linear mostraram que solos com maiores
teores de areia, nitrato e amoénio favorecem a abundancia das bactérias
oxidadoras do amoénio, ao passo que solos mais argilosos apresentaram,
nesta analise, menores abundancias destas comunidades microbianas. Nota-
se que estes resultados sugerem que, especialmente em solos utilizados
para o cultivo dos canaviais, AOB prefere nichos aerébicos e com altas taxas
de nitrato e amoénio (VERHAMME et al., 2011). Destaca-se ainda que o fato
de existir altas quantidades de amdnio pode levar a maior atividade de tais
organismos, dando origem assim aos altos teores de nitrato observados. Se
isto for acoplado a ocorréncia de altos teores de matéria orgéanica, a
quantidade de amoénio deve permanecer alta, devido ao processo intenso de
amonificagao.

O grupo das arquéias aménio-oxidantes (AOA) foi mais abundante que
o de bactérias que realizam tal funcdo, com quantidades variando entre
1,4.10°a 4,4.106, tendo os solos da Area A como os mais abundantes em tal
comunidade. Além de sua ubiquidade (SZUKICS et al., 2012), AOA parece
prosperar sobre AOB em uma ampla gama de ambientes e em muitos tipos
de solos (ERGUDER et al.,, 2009; LEININGER et al., 2006). No entanto,
desconhece-se ainda se sua funcionalidade é equivalente as bactérias

amonio-oxidantes, bem como suas exigéncias e responsividade as condigdes
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ambientais e de manejo (FRANCIS et al., 2007; NICOL e SCHLEPER, 2006;
PROSSER e NICOL, 2008; KE et al., 2013). Estudos recentes indicaram que
AOA podem ser altamente ativas no processo de oxidacdo da amonia,
particularmente quando este ion se apresenta em baixas concentragdes
(GUBRY-RANGIN et al., 2010, PRATSCHER et al., 2011; STEWART et al.,
2011), enquanto que AOB prefere concentragdes relativamente elevadas de
aménia (VERHAMME et al.,, 2011). Portanto, os dados deste trabalho
corroboram a literatura, uma vez que se tém maiores taxas de nitrato do que
aménio nos solos dos canaviais estudados, juntamente com a maior
abundancia de AOA.

As quantificagcbes do gene amoA de arquéias de todas as areas de
estudo apresentaram correlagao significativa (p=0,0001) apenas com o teor
de areia (g/kg) encontrado nos solos. Segundo a analise, a quantidade de
copias do gene amoA de arquéias diminui conforme o teor de areia (g/kg) no
solo aumenta, sugerindo a eficiéncia do metabolismo microbiano das
arquéias oxidadoras do ambnio em ambientes possivelmente com menores
teores de oxigénio. Isto corrobora a literatura (LEHTOVIRTA-MORLEY et al.,
2011; PRATSCHER et al., 2011), e indica esta complementaridade entre as
funcbes de bactérias e arquéias neste processo. Adicionalmente a estas
informacoes, a Area A mostrou possuir a maior abundancia de AOA, onde
também ocorrem solos mais argilosos, indicando a validade de tal correlacao.

Infelizmente n&o foi possivel inferir sobre a comunidade aménio-
oxidante por meio do metagenoma. A anotagdo do gene amo nao foi
identificada baseada no banco de dados SEED Subsystems, portanto ndao ha
como comparar tais observacgoes feitas pelo gPCR para estas comunidades

microbianas.

2.5.3.2 Estrutura das comunidades amoénio-oxidantes nos solos de

canaviais

Além da quantificagdo dos genes funcionais do ciclo do nitrogénio, a
descricao da estrutura das comunidades acessadas foi feita pela metodologia
de T-RFLP, a qual se mostrou eficaz para um total de 30 amostras ao estudo

de AOB e 53 amostras ao estudo de AOA (num total de 83 amostras). As
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analises de T-RFLP forneceram um total de 508 grupos distintos (picos) para
0 grupo das arquéias aménio-oxidantes e 224 para bactérias amonio-
oxidantes, com fragmentos variando de 50 a 600 pb e 50 a 598 pb para AOA
e AOB, respectivamente. Com isto, foi possivel mostrar como a estrutura das
comunidades oxidadoras de amdnio estdo dispostas nas areas acessadas.
Estes dados serviram também para se estabelecer relagbes entre as
estruturas observadas e caracteristicas fisicas e quimicas do solo.
Inicialmente, a distribuicido das amostras foi verificada por meio de
analise de coordenadas principais (PCoA), realizadas com base na matriz de
similaridade Bray-Curtis. Esta analise € amplamente usada para verificar
agrupamentos com base na beta-diversidade, embasando os agrupamentos
nas semelhancas observadas entre comunidades distintas (KNIGHTS,
COSTELLO e KNIGHT, 2011). Os perfis de AOB agrupados explicaram nos
dois primeiros eixos um total de 18,6% da varidncia dos dados, enquanto que
a explicacdo para AOA foi de 26,1%. Numa analise comparativa, é possivel
observar um agrupamento das comunidades de AOB entre as areas, 0 que €

mais dificilmente determinado para AOA (Figura 15).
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Figura 15—  Graficos de PCoA ilustrando as separagbes entre as comunidades de

bactérias e arquéias amonio-oxidantes nas trés areas utilizando a matriz de

similaridade Bray-Curtis
Os dados de AOB indicam uma maior similaridade entres os perfis das
areas A e F, sendo a Area J aquela com a comunidade mais distinta de AOB.
Pode-se também indicar que as amostras da Area F apresentam perfis mais

similares (com excegdo de uma amostra), enquanto que as amostras das
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areas A e J apresentam maiores variagdes em suas estruturas. Estas
caracteristicas e a separacao das areas foram avaliadas com base no teste
de ANOSIM (Tabela 3), que indicou o valor de R=0,52 para a comparagao
entre as areas F e J, indicando que estas compartilham certa semelhanca. As
demais comparagbes indicaram n&o haver diferengas significativas nas
comunidades avaliadas nas distintas areas, sendo os grupos de AOA ainda

mais semelhantes.

Tabela 3— Andlise de ANOSIM efetuada com o coeficiente de similaridade Jaccard
utilizando os dados de T-RFLP

amoA

e AOB AOA

AREA A

X 0,161 0,044
AREAF
AREA A

X 0,301 0,034
AREA J
AREAF

X 0,521* 0,004
AREA J

*valores de ANOSIM estatisticamente diferentes

Na Area J foram encontrados os maiores valores de cépias do gene
amoA de bactérias, e nesta area ocorre também a unica diferenciacao
observada referente a estruturagdo das comunidades de AOB, sugerindo que
os solos desta area apresentam uma condi¢ao diferencial aos demais para o
estabelecimento e possivelmente para a funcionalidade de tal grupo de
organismo. Uma possivel diferenca € o TCC de tal solo, sendo esta a area
mais jovem entre as estudadadas (Tabela 3). Outra particularidade desta
area é a aplicagao de torta de filtro em tais solos, o que pode levar a geragao
de condigbes quimicas especificas.

Como forma de complementar os dados, a andlise de redundancia
(RDA) foi utilizada, dando base para determinar a correlacdo dos dados
microbiolégicos das areas com as caracteristicas fisicas e quimicas dos
solos. Além disso, esta analise estabelece quais das principais variaveis

analisadas se correlacionam de forma mais intima com a variancia da
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estrutura das comunidades oxidadoras de aménio, conforme discutido no
contexto da metagendmica destes solos.

Os poucos fatores ambientais que tiveram significAncia estatistica
(p<0,05) apresentaram baixa explicacdo dos dados. Esta significancia foi
encontrada apenas para o grupo das AOB, que mostraram modulagao pelos
fatores H+AIl (1,17%), amdnio (1,1%), MO (1,1%) e V (0,2%). Esta mesma
condicdo aconteceu para um frabalho que faz parte do projeto tematico
(GUMIERE, 2013), onde foi demonstrada a baixa explicagédo de tais variaveis
para a estruturagdo das comunidades de fungos em tais areas. No entanto,
apesar desta baixa significancia das correlagdes, foi possivel observar nesta
andlise que a Area J se diferencia das demais, e possivelmente tal
diferenciacdo se deva a alta correlagdo com os valores de nitrato, aménio e
areia, indicando novamente a relagdo da estrutura de AOB com estes fatores
fisico-quimicos (Anexo Q).

O grupo das arquéias amodnio-oxidantes mostrou-se disperso
estruturalmente, ndo havendo agrupamento das areas. Nota-se que o fator
nitrato no solo correlacionou-se com os perfis das comunidades de AOA da
Area J. J4 a parte fisica do solo evidenciou melhor a separagdo dos perfis
das trés areas, correlacionando as quantidade de silte e argila com os solos
da Area A, opostamente a argila, que mostrou a separacdo destes grupos
microbianos na Area J com alguns pontos da Area F.

Segundo Habteselassie, Xu e Norton (2013), o impacto gerado pela
aplicagao de fertilizantes nitrogenados no solo causou mudangas apenas na
abundancia de ambas as comunidades aménio-oxidantes, enquanto que a
sua composigao se comportou de forma relativamente estavel. Tendo em
vista os resultados de T-RFLP de AOA, nota-se que a distribuicdo da
estrutura destes microrganismos nao diferiu nas areas, sugerindo assim que
existe um padrao estavel entre elas quando comparadas as trés areas que se
diferem em varios quesitos, como por exemplo, o TCC e fertilizagao.

Por fim, metodologias de maior sensibilidade como o metagenoma
shotgun e amplicon do gene 16S DNAr nao foram capazes de verificar a
presenca destes grupos nos solos, pois era esperado atraves delas
evidenciar de uma forma mais acurada as diferencas existentes nestas

comunidades, ou mesmo para comprovar esta baixa responsividade das
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mesmas frente a diferentes condicbes ambientais. Portanto, esta observacgao
na estruturacdo microbiana ndo péde ser validada, porém a interpretacédo dos
dados adquiridos pelo T-RFLP s&o de grande interesse e importancia na
busca pela compreensdo de como estes grupos microbianos se comportam

em solos agricolas perante as diversas variagdes no ambiente.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O acesso a biodiversidade microbiana do solo por metodologias de
sequenciamento de DNA gera dados de grande magnitude, mas também de
dificil interpretagdo e validagdo. Consiste sempre um grande desafio a
obtencdo de informagdes sobre este tipo de dados, principalmente
relacionadas ao que realmente ocorre dentro de uma area de producéo
agricola.

Observando os dados obtidos neste trabalho, podemos concluir em
alguns pontos importantes. Os dados de caracterizagdo das areas indicam a
variabilidade de ambientes sobre os quais encontram-se cultivos de cana-de-
acucar. Esta variabilidade certamente interfere no desempenho das plantas
gerando distintos valores de produtividade em cada uma das areas.
Certamente, estas variagcbes devem também interferir na estruturagao e no
funcionamento das comunidades microbianas que colonizam estes solos.

Em relagcdo a comunidade microbiana, inicialmente pode-se verificar
que os filos Proteobacteria e Chloroflexi apresentaram-se como os mais
abundantes em genes que podem codificar para proteinas envolvidas nas
transformagdes do nitrogénio no solo, sendo Proteobacteria um grupo mais
numeroso nos solos analisados, e Chloroflexi um grupo de baixa frequéncia
Nos mesmos solos.

Variaveis ambientais, tanto relacionadas ao manejo das culturas, como
a resposta a estes, a queima, aplicagcao de torta de filtro e carvao ativado,
além de produtividade, mostraram correlagdes significativas com a
estruturacdo das comunidades microbianas atuantes nas transformacdes do
nitrogénio. Além destas variaveis, algumas caracteristicas dos solos também
foram significativas sob esses grupos, tais como concentragédo de nitrato, P,
H+Al, V, Mg, CTC e MO.

A assimilagdo da amébnia mostrou-se a etapa mais representada em
abundancia de organismos capazes de realizar as transformagdes do
nitrogénio nos solos, sugerindo uma grande redundancia metabdlica
existente nestes processos nos solos avaliados. Além desta etapa, foi
verificado a presenga de muitos organismos carregando genes que codificam

enzimas relacionadas com a reducdo do nitrato e nitrito, sendo estes
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observados em menor ocorréncia nos solos da Area J, que também mostrou-
se a mais distinta em outros processos analisados. Pode-se sugerir que
caracteristicas peculiares dos solos da Area J determinaram a distincdo da
diversidade microbiana funcional neste solos. Possivelmente, estas
variagbes, tanto no manejo como de caracteristicas do solo, como na
microbiota residente nos mesmos, podem explicar a menor produtividade
encontrada nesta regido.

Destaca-se ainda nos resultados obtidos a baixa frequéncia de genes
relacionadas ao processo de fixagao biolégica do nitrogénio. Este fato néo
era esperado pela quantidade de trabalhos associados a esta etapa do ciclo
e sua reconhecida importancia. Isto indica que as bactérias que atuam neste
processo na verdade compdem um grupo minoritario no solo quando
comparado aqueles promotores de outros processos de transformagdo do
nitrogénio no solo. Esta afirmacao fica mais evidente quando se observam os
dados de quantificacdo do gene nifH, os quais mostram maior abundéancia
quando comparados ao gene amoA de bactérias e arqueias, sendo este
ultimo n&o identificado no sequenciamento do metagenoma. Mesmo
comunidades pouco abundantes mostraram-se diferenciadas na Area J,
como observado para o estudo com os genes amoA de bactérias.

As inferéncias realizadas nos dados de metagenoma foram também
correlatas com os dados de sequenciamento do amplicon 16S DNAr, o que
pode servir como base no futuro para estudos de predicdo gendbmica em
microbiomas de solos agricolas.

Adicionalmente, os resultados obtidos neste trabalho compdem um
estudo de grande importancia para o entendimento do papel microbiano nas
transformagbes do nitrogénio em solos cultivados com cana-de-agucar,
mesmo que as diferengas encontradas tenham sido pontuais. Este trabalho &
inovador por acessar de forma conjunta todas as comunidades envolvidas
neste ciclo, caracterizadas por metagenémica, o que evita os problemas
inerentes ao cultivo microbiano. Por fim, a disponibilizacdo deste banco de
dados servira para estudos posteriores, ou na geragdo de hipdteses mais
consistentes que permeiam todas as possibilidades do uso microbiano na

melhor eficiéncia do uso do nitrogénio para a nutricdo de cana-de-agucar.
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Anexo A — Caracteristicas fisico-quimicas dos solos das areas
(Continuagéo)
A pH P’ K® ca’ Mg' H+AI’ SB CcTC v’ MO®  Areia Silte Argila
mostra = — -
CaCl, mg dm mmolcdm % gdm %
A1 5,55 61 155 61 22 345 98,5 133 73,5 34 17,3 18,2 64,5
A2 5,55 25,5 12,4 58,5 20 34 90,9 124,9 72,5 35 14,3 17,7 68,0
A3 5,35 42 9,5 52 18,5 34,5 80 114,5 69,5 32 7,6 17,6 74,8
Ad 4,95 9 345 315 12 42 46,95 88,95 53 28 15,3 13,8 70,9
A5 5,25 29 835 455 17 40,5 70,85 111,35 64 32,5 13,5 14,3 72,2
A6 4,95 146 17,2 545 185 495 90,2 139,7 64,5 35 7.4 16,9 75,7
A7 5,25 46,5 14,9 555 19 405 89,4 129,9 68,5 32,5 5,0 19,2 75,8
A8 54 166 1525 66 20 36 101,25 137,25 73,5 37 13,3 16,0 70,7
A9 5,25 79 11,1 50,5 20 445 81,6 126,1 64,5 29,5 11,4 17,2 71,4
A10 4,65 5 1,55 17,5 6,5 34 25,55 59,55 42,5 17,5 79,7 2,8 17,5
F1 5,45 28 59 435 135 31 62,9 93,9 65 21 48,7 8,6 427
F2 57 33,5 73 475 13 28 67,8 95,8 70,5 25,5 49,4 9,2 41,4
F3 5,15 20 4 25 7 24 36 60 59,5 16 79,2 2,0 18,8
F4 5,7 25 6,8 375 125 27 56,8 83,8 69 22 59,3 9,3 31,4
F5 53 20 5,8 29 95 33 443 77,3 55,5 21 52,8 9,6 37,6
F6 4,95 15,5 275 145 6,5 38 23,75 61,75 38,5 20 47,3 11,2 41,5

"Fosforo; “Potassio; Calcio; *Magnésio; *Acidez potencial; “Capacidade de troca catidnica; 'Saturacio por bases; *Matéria organica



Anexo A —

Caracteristicas fisico-quimicas dos solos das areas

(Conclusao)

pH P’ K2 ca® Mg* H+A° sSB CTC v’ mo® Areia  Silte  Argila
Amostra OmNO_ mg dm™ mmolcdm™ % g dm™ %
F7 4,95 28 3,85 25 11 38,5 39,85 78,35 52,5 24 51,1 9,9 39,0
F8 5,35 37 5,65 33 12 33,5 50,65 84,15 53,5 25,5 54,3 9,0 36,7
F9 5,35 37 5,65 33 12 33,5 50,65 84,15 53,5 25,5 54,6 9,0 36,4
F10 5,35 36 2,7 30 9 26 41,7 67,7 62,5 18,5 69,2 4.3 26,5
J1 5,6 53 1,7 36,5 11,5 20 49,7 69,7 71,5 25,5 71,2 3,5 25,3
J2 4,85 40 1,25 19,5 5,5 20 26,25 46,25 56,5 15,5 81,0 3,8 15,2
J3 5,7 38,5 0,9 42 7 15,5 49,9 65,4 76 18,5 73,2 41 22,7
J4 55 4.5 5,75 35 8,5 18 49,25 67,25 73 20,5 73,7 3,5 22,8
J5 5,2 13 2,05 245 5 21 31,65 52,55 60 18,5 70,2 4.5 25,3
J6 6 23 7,3 45 11 14 63,3 77,3 81,5 23,5 73,0 3,1 23,9
J7 4,65 8,5 4.6 12 5 25 21,6 46,6 46 14 71,7 3,0 25,3
J8 5.1 1,5 0,65 16 5 17 21,65 38,65 56,5 10,5 75,5 3,0 21,5
J9 6 30 5,45 41 10 13 56,45 69,45 81,5 18 71,6 3,1 25,3
J10 5,8 18 1,5 22,5 6 14 30 44 68 11,5 80,3 2,1 17,6
"Fosforo; “Potassio; Calcio; *Magnésio; *Acidez potencial; “Capacidade de troca catidnica; 'Saturacio por bases; *Matéria organica
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Anexo B —

Quantificagdo de amoénio (N-NH,") e de nitrato (N-NO3) nos solos

amostrados

A1 10,6 159
A2 99 10,4

A3 125 19,9

A4 122 178

) A5 9.1 9.4
Aread  pg 9,9 8,2
A7 104 86

A8 10,6 103

A9 133 18,0

A10 10,6 103

Fi 6.2 9.9

F2 67 11,3

F3 72 13,0

F4 69 10,4

) F5 63 118
AreaF g 78 98
F7 97 102

F8 8.1 93

F9 79 144

F10 74 119

J1 104 161

J2 95 14,3

J3 99 175

Ja 90 16,6

) J5 86 13,6
Aread g 11,0 198
J7 12,0 124

J8 114 117

J9 126 17,2

J10 92 12,0
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Anexo C — Atributos de entrevista com os produtores das areas
(Continuagéo)
TCcC' ) s . s 6 ; Produt® T Latitude Longitude
Amostra FM Vin TF CA CM QcC -
anos to/ha Celsius Graus
A1l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Sim 118 32 50°33'24,0"W 22°46'10,8"S
A1l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Sim 118 32 50°33'26,0"W 22°46'06,8"S
A2l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Sim 90 29,5 50°33'59,0"W 22°45'49,0"S
A2l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Sim 90 29,5 50°33'58,0"W 22°45'53,0"S
A3l 3 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 127 26,5 50°32'57,0"W 22°45'35,0"S
A3V 3 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 127 26,5 50°32'56,0"W 22°45'37,0"S
A4V 10 Sim Nao Nao Nao Sim Nao 72 23 50°40'46,0"W 22°45'35,0"S
Adll 10 Sim Nao Nao Nao Sim Nao 72 23 50°40'44,0"W 22°45'33,0"S
AS5III 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 76 26 50°38'12,3"W 22°51'568,7"S
A5l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 76 26 50°38'14,3"W 22°51'566,7"S
A6l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 123 26 50°33'23,0"W 22°50'00,0"S
A6l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 123 26 50°33'25,0"W 22°49'59,0"S
ATl 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 93 21 50°43'23,0"W 22°53'00,0"S
A7l 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 93 21 50°43'25,0"W 22°52'59,0"S
A8l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 118 20 50°32'22,0"W 22°48'31,0"S
A8l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 118 20 50°32'24,0"W 22°48'28,0"S
A9l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 118 20 50°31'14,0"W 22°48'31,0"S
A9l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Nao 118 20 50°31'16,0"W 22°48'27,0"S
A10l 10 Sim Ndo Naéo Nao Sim Sim 76 21 50°24'19,0"W 22°37'29,0"S
A10l1l 10 Sim Nao Nao Nao Sim Sim 76 21 50°24'21,0"W 22°37'26,0"S
A1l 10 Sim Nao Nao Nao Sim Nao 76 21 50°25'06,3"W 22°37'10,0"S
A111ll 10 Sim Nao Nao Nao Sim Nao 76 21 50°25'08,3"W 22°37'07,0"S
A12| 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 94 23 50°33'20,0"W 22°43'50,0"S

'TCC - Tempo de cultivo de cana; *Fertilizacdo mineral; °Vin — Vinhaga; “TF — Torta de filtro; °CA — Carvao ativado; °CM — Colheita mecanizada;
’QC - Queima da cana; ®Produt — Produtividade (toneladas por hectare); T- Temperatura (Celsius)



Anexo C — Atributos de entrevista com os produtores das areas
(Continuagao)
TCC' ) s . 5 . ; Produt® T Latitude Longitude
Amostra————— FM Vin TF CA CM QcC -
anos to/ha Celsius Graus
A12111 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 94 23 50°33'23,0"W 22°43'47,0"S
A13lll 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Sim 156 24 50°32'41,0"W 22°40'46,0"S
A13l 10 Sim Sim  Sim Sim Sim Sim 156 24 50°32'43,0"W 22°40'43,0"S
A14V 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 93 23 50°33'09,0"W 22°39'27,0"S
A14ll 10 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 93 23 50°33'12,0"W 22°39'23,0"S
A15] 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Sim 58 20 50°30'01,0"W 22°51'51,0"S
A15II 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Sim 58 20 50°30'04,0"W 22°51'48,0"S
A16ll 10 Sim Ndo Nao Nao Sim Nao 127 24 50°22'44,0"W 22°49'14,0"S
A16l 10 Sim Ndo Nao Nao Sim Nao 127 24 50°22'47,0"W 22°49'12,0"S
A17Il 10 Sim Ndo Nao Nao Sim Nao 55 21 50°17'48,0"W 22°42'51,0"S
A1711 10 Sim Ndo Nao Nao Sim Nao 55 21 50°17'50,0"W 22°42'49,0"S
A18l 0 Sim Nao Nao Nao Sim Nao 78 23 50°16'36,0"W 22°37'45,0"S
A18lll 0 Sim Nado Nao Nao Sim Nao 78 23 50°16'38,0"W 22°37'43,0"S
F11l 40 Sim Sim  Sim Nao Sim Sim 80 24 48°05'30,0"W 21°45'05,0"S
F11vV 40 Sim Sim  Sim Nao Sim Sim 80 24 48°05'32,0"W 21°45'01,0"S
F2I 10 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 75 26 48°05'49,0"W 21°44'39,0"S
F2lIl 10 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 75 26 48°05'50,0"W 21°44'35,0"S
F3l 10 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 75 29 48°01'38,0"W 21°44'39,0"S
F3ll 10 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 75 29 48°01'41,0"W 21°44'37,0"S
F4l 20 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 100 26 48°02'38,0"W 21°47'53,0"S
F4l1ll 20 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 100 26 48°02'40,0"W 21°47'51,0"S

'TCC - Tempo de cultivo de cana; *Fertilizacdo mineral; *Vin — Vinhaga; “TF — Torta de filtro; °CA — Carvéo ativado; °CM — Colheita mecanizada;

’QC - Queima da cana; ®Produt — Produtividade (toneladas por hectare); T- Temperatura (Celsius)
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Anexo C — Atributos de entrevista com os produtores das areas
(Continuagao)
TCC' ) s . 5 . ; Produt® T Latitude Longitude
Amostra FM Vin TF CA CM QcC -
anos to/ha Celsius Graus
F5I 20 Sim Sim  Sim Nao Nao Sim 85 30 48°01'52,0"W 21°46'19,0"S
F5lIl 20 Sim Sim  Sim Nao Nao Sim 85 30 48°01'54,0"W 21°46'16,0"S
F6ll 20 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 100 25 48°02'52,0"W 21°47'19,0"S
F6lll 20 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 100 25 48°02'54,0"W 21°47'17,0"S
F71V 20 Nao Sim  Sim Nao Nao Nao 45 30 48°02'24,0"W 21°46'11,0"S
F71l 20 Nao Sim  Sim Nao Nao Nao 45 30 48°02'26,0"W 21°46'09,0"S
F8V 40 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 80 36 48°03'24,0"W 21°47'11,0"S
F8IV 40 Nao Sim  Sim Nao Nao Sim 80 36 48°03'26,0"W 21°47'07,0"S
FIlvV 40 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 100 27 48°02'02,0"W 21°43'32,0"S
FoVv 40 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 100 27 48°02'04,0"W 21°43'30,0"S
F10ll 40 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 65 32 48°03'54,0"W 21°43'43,0"S
F10MI 40 Nao Sim  Sim Nao Sim Nao 65 32 48°03'56,0"W 21°43'41,0"S
F11IvV 20 Nao Sim  Sim Nao Sim Sim 65 34 47°47'46,4"W 21°45'00,8"S
F11Il 20 Nao Sim  Sim Nao Sim Sim 65 34 47°47'49,4"W 21°44'00,8"S
F12l 20 Sim Sim  Sim Nao Sim Nao 100 35 47°48'06,6"W 21°44'55,6"S
J1ll 6 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 28 49°57'25,6"W 20°56'05,1"S
J11 6 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 28 49°57'27,6"W 20°56'03,1"S
J21 6 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 25 49°57'52,2"W 20°58'39,5"S
J2ll 6 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 25 49°57'54,2"W 20°58'35,5"S
J3Iv 6 Sim Sim  Néo Nao Sim Sim 50 31 49°56'32,2"W 20°56'07,9"S
Jalll 6 Sim Sim  Néo Nao Sim Sim 50 31 49°56'34,2"W 20°56'05,9"S
J4lll 10 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 60 28 49°55'29,4"W 20°55'60,0"S

'TCC - Tempo de cultivo de cana; “Fertilizacdo mineral; *Vin — Vinhaga; "TF — Torta de filtro; °CA — Carvéo ativado; °CM — Colheita mecanizada;
'QC - Queima da cana; °Produt — Produtividade (toneladas por hectare); T — Temperatura (Celsius)



Anexo C — Atributos de entrevista com os produtores das areas
(Concluséao)
TCC' ) s . 5 . ; Produt® T Latitude Longitude
Amostra FM Vin TF CA CM QcC -
anos to/ha Celsius Graus
J41 10 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 60 28 49°55'31,4"W 20°55'59,0"S
J5I 10 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 80 28 49°55'04,9"W 20°55'60,0"S
J5ll 10 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 80 28 49°55'07,9"W 20°55'57,0"S
Jelll 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 27 49°55'04,8"W 20°56'01,4"S
J6lv 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 80 27 49°55'06,8"W 20°56'00,4"S
J71V 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 85 31 49°54'12,5"W 20°55'14,1"S
J71 10 Sim Sim  Nao Nao Sim Nao 85 31 49°54'15,5"W 20°55'11,1"S
Jall 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 32 49°54'21,0"W 20°54'57,0"S
Jalv 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 32 49°54'23,0"W 20°54'56,0"S
Jolv 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 26 49°54'33,1"W 20°56'40,1"S
Jolll 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 26 49°54'36,1"W 20°56'37,1"S
J1oll 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 35 49°55'13,3"W 20°58'39,5"S
J10IvV 5 Sim Sim  Néo Nao Sim Nao 70 35 49°55'16,3"W 20°58'37,5"S

'TCC — Tempo de cultivo de cana; “Fertilizagdo mineral; °Vin — Vinhaca; “TF — Torta de filtro; "CA — Carvao ativado; "CM — Colheita mecanizada;

’QC - Queima da cana; ®Produt — Produtividade (toneladas por hectare); °T — Temperatura (Celsius)
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AnexoD -  Amostras de solo (individuais e agrupadas) utilizadas para obtencdo das
sequéncias por metagenoma shotgun e amplicon do gene 16S rDNA

A8l
JPO1
A8lI
Area A JP02 A10l
A10ll
JP03 A141l
A14V
F2l
JP04
F2ll
. F3l
Area F JP0O5
F3ll
F7Il
JP06
F7IV
Jalll
PO7
PO J3IvV
A 1]
Area J JP08 J8
Jalv
J10l1
JP09

J10IvV
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Continuagéao)

Metagenoma Dataset Em-xbmvm Bp count wmazwﬂﬂﬂw PPF*  PrRF* IPF*  IrRF* IFC®
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R1_001 4581413.3 561405790 3872913 3624474 36489 1258135 675 994822
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R1_002 4581414.3 551244025 3829697 3592314 37946 1194671 729 943251
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R1_003 4581415.3 558963823 3862379 3616850 36514 1239605 663 979547
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R1_004 4581416.3 559328562 3872417 3619876 36872 1240473 680 980067
JPO1A index1_ATCACG_L002_R1_005 4581417.3 247702352 1716375 1609217 1641 55589 308 439719

Area A1 Total (R1) 2478644552 17153781 16062731 149462 4988473 3055 4337406
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R2_001 4581418.3 533268579 3752332 3469640 37464 1183993 627 936209
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R2_002 4581419.3 528947757 3735102 3445287 38288 1170426 610 924487
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R2_003 4581420.3 531697185 3754343 3472408 37769 1172057 585 925195
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R2_004 4581421.3 527145521 3748624 3461594 38279 1155341 635 912806
JPO1A_index1_ATCACG_L002_R2_005 4581422.3 234377271 1659427 1537356 17105 520938 282 412192

Total (R2) 2355436313 16649828 15386285 168905 5202755 2739 4110889
JPO2A _index2_CGATGT_L002_R1_001 4581423.3 562941761 3878407 3626372 35664 1229583 733 961575
JPO2A_index2_CGATGT_L002_R1_002 4581424.3 554333697 3597947 3597947 37400 1173143 842 916266

Area A2 JPO2A_index2_CGATGT_L002_R1_003 4581425.3 565018725 3887225 3638153 35647 1233875 796 965105

JPO2A_index2_CGATGT_L002_R1_004 4581426.3 491668663 3396716 3173450 31629 1067242 657 834535
Total (R1) 2173962846 14760295 14035922 140340 4703843 3028 3677481
JPO2A _index2_CGATGT_L002_R2_001 4581427.3 532743741 3744114 3456826 36519 1155464 691 903506

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; “Predicted Protein Features; “Predicted rRNA Features; *Identified Protein Features; °Identified rRNA Features;
®ldentified Functional Categories
Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias
*Pés controle de qualidade
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Continuagéo)

Area A2 JPO2A_index2_CGATGT_L002_R2_002 4581428.3 528704051 3725837 3434266 36992 1144004 728 894802
JPO2A_index2_CGATGT_L002_R2_003 4581429.3 533115669 3755964 3472967 37114 1147926 721 897303
JPO2A_index2_CGATGT_L002_R2_004 4581430.3 460908260 3271633 3018457 32842 987417 628 771853

Total (R2) 2055471721 14497548 13382516 143467 4434811 2768 3467464
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R1_001 4581431.3 560584301 3872641 3603190 37724 1264054 702 986847
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R1_002 4581432.3 550497682 3830166 3573885 39135 1205534 761 941254
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R1_003 4581433.3 557988343 3861222 3594883 37706 1248552 677 975655
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R1_004 4581434.3 558707331 3872631 3599004 37942 1248268 710 974509
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R1_005 4581435.3 249417998 1731007 1613938 17269 564826 340 442161

Area A3 Total (R1) 2477195655 17167667 15984900 169776 5531234 3190 4320426
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R2_001 4581436.3 528543476 3737373 3425846 38692 1179049 622 920436
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R2_002 4581437.3 524096211 3719464 3402258 39334 1167551 702 912432
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R2_003 4581438.3 527619211 3741019 3432874 39026 1170434 635 914846
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R2_004 4581439.3 522686602 3733768 3419716 39608 1150581 669 89897
JPO3A_index3_TTAGGC_L002_R2_005 4581440.3 234600437 1667834 1533639 1772 524693 309 410563

Total (R2) 2337545937 165699458 15214333 158432 5192308 2937 3248174
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R1_001 4581441.3 561101287 3873674 3623667 39049 1327048 844 1040272

Area F1 JPO4A_index4_TGACCA_L002_R1_002 4581442.3 551042872 3831011 3591218 40478 1261633 893 987855
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R1_003 4581443.3 559059375 3864303 3616942 38913 1313575 886 1029842

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; Predicted Protein Features; *Predicted rRNA Features; *Identified Protein Features; °Ildentified rRNA Features;
®ldentified Functional Categories
Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias
*Pés controle de qualidade
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Continuagéo)

JPO4A_index4_TGACCA_L002_R1_004 4581444.3 559005285 3873339 3619722 39184 1309815 860 1027151
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R1_005 4581445.3 220142680 1525636 1430309 15662 523213 371 410786
Area F1 Total (R1) 2450351499 16967963 15881858 173286 5735284 3854 4495906
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R2_001 4581446.3 532130558 3751797 3465457 40577 1246428 844 977736
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R2_002 4581447.3 527381106 3732487 3438286 40262 1232308 840 966522
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R2_003 4581448.3 530996694 3755013 3470675 40228 1239985 865 97231
JPO4A_index4_TGACCA_L002_R2_004 4581449.3 525865755 3747594 3457350 40938 1215127 816 953162
Total (R2) 2116374113 14986891 13831768 162005 4933848 3365 2994651
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R1_001 4581451.3 561537507 3874233 3619462 38127 1326379 984 1036148
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R1_002 4581452.3 551992463 3831177 3587048 39384 1260254 951 983082
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R1_003 4581453.3 561177360 3871763 3619003 3824 1316668 954 1029189
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R1_005 4581455.3 131004291 908171 848831 9271 310128 248 24241
Total (R1) 2365555732 16359548 15290456 128708 5523174 4061 4095661
Area F2 JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R2_001 4581456.3 533808044 3754984 3467071 39154 1252085 938 978937
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R2_002 4581457.3 529431435 3737540 3442512 39288 1236820 866 966836
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R2_003 4581458.3 533260694 3761951 3475052 39711 1242207 949 970401
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R2_004 4581459.3 528035300 3752565 3460115 44049 1220352 2708 953247
JPO5A_index5_ACAGTG_L002_R2_005 4581460.3 123988347 878107 81158 9466 277993 238 215189
Total (R2) 2248523820 15885147 13925908 171668 5229457 5699 4084610

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; ?Predicted Protein Features; SPredicted rRNA Features; ?Identified Protein Features; °Identified rRNA Features;

6

Identified Functional Categories

Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias
*Pés controle de qualidade
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Continuagéo)

JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R1_001 4581461.3 561190081 3874269 3612152 37726 1311914 849 1032418
JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R1_002 4581462.3 5562274342 3837200 3587294 38778 1256589 882 987576
JPOGA_index6_GCCAAT_L002_R1_003 4581463.3 555860217 3850746 3592157 38132 1280804 888 1007006
JPOGA_index6_GCCAAT_L002_R1_004 4581464.3 559404886 3872724 3606655 37941 1300804 840 1022589
Area E3 JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R1_005 4581465.3 425206875 2947292 2747211 29326 990006 683 778758
Total (R1) 2653936401 18382231 17145469 181903 6140117 4142 4828347
JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R2_001 4581466.3 530031959 3741451 3440973 39378 1227800 839 965236
JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R2_002 4581467.3 526325078 3726614 3420713 39151 1216272 789 957388
JPOG6A_index6_GCCAAT_L002_R2_003 4581468.3 526335249 3731945 3429980 3941 1212106 759 953801
JPOGA_index6_GCCAAT_L002_R2_004 4581469.3 526209259 3739721 3436482 39556 1209322 817 951289
JPO6A_index6_GCCAAT_L002_R2_005 4581470.3 398066378 2839826 2609969 30543 914539 610 719216
Total (R2) 2506967923 17779557 16338117 152569 5780039 3814 4546930
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R1_001 4581471.3 561405965 3874110 3601891 35385 1268187 722 990545
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R1_002 4581472.3 551694911 3828910 3576964 37238 1211319 739 946221
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R1_003 4581473.3 563527975 3882547 3613780 35429 1271050 723 993293
Area J1 JPO7A_index7_CAGATC_L002_R1_004 4581474.3 524118673 3626154 3369182 33462 1177296 687 919756
Total (R1) 4707715447 32991278 30499934 294083 10707891 6685 8396745
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R2_001 4581475.3 538000559 3773583 3474327 36421 1207968 707 942606
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R2_002 4581476.3 534531961 3758593 3453413 36664 1195598 694 935387

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; “Predicted Protein Features; *Predicted rRNA Features; *Identified Protein Features; °ldentified rRNA Features;
®/dentified Functional Categories
Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias
*Pés controle de qualidade
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Continuagéo)

JPO7A_index7_CAGATC_L002_R2_003 4581477.3 538128142 3784939 3487413 36883 1200878 719 938864
JPO7A_index7_CAGATC_L002_R2_004 4581478.3 498276199 3527613 3244964 34752 1105671 674 863046
Total (R2) 6816652308 47836006 44160051 438803 15418006 9479 12076648
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R1_001 4581479.3 559189030 3867210 3597475 38569 1284441 810 997821
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R1_002 4581480.3 549317858 3821819 3567009 39083 1223310 818 947771
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R1_003 4581481.3 561483442 3876808 3612153 37691 1290769 760 1001604
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R1_004 4581482.3 521534059 3615684 3361587 35661 1189272 703 923607
hrea J2 Total (R1) 9008176697 63017527 58298275 589807 20405798 12570 15947451
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R2_001 4581483.3 529483423 3740140 3433608 39185 1207017 733 936864
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R2_002 4581484.3 525061276 3719966 3719966 39171 1193634 746 926562
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R2_003 4581485.3 530415050 3754163 3452800 39441 1203039 716 933066
JPO8A_index8_ACTTGA_L002_R2_004 4581486.3 489562685 3490059 3201333 36966 1101600 678 854901
Total (R2) 11082699131 777218556 72105982 744570 25111088 15443 19598844
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R1_001 4581487.3 561811375 3876401 3589092 35251 1244143 664 975728
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R1_002 4581488.3 552086193 3832325 3571947 36532 1188221 730 931589
Area J3 JPO9A_index9_GATCAG_L002_R1_003 4581489.3 561950759 3875953 3594016 34653 1240404 671 973146
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R1_004 4581490.3 560267381 3876756 3587716 35195 1230946 672 965389
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R1_005 4581491.3 117517948 815014 760298 7573 264318 159 207801
Total (R1) 2353633656 16276449 15103069 149204 5168032 2896 4053653

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; “Predicted Protein Features; *Predicted rRNA Features; *Identified Protein Features; °ldentified rRNA Features;
®ldentified Functional Categories
Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias
*Pés controle de qualidade
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Anexo E — Numero de pares de base e sequéncias (reads); as sequéncias foram anotadas pelo MG-RAST e afiliadas as categorias segundo o banco de
dados SEED Subsystems

(Concluséo)

JPO9A_index9_GATCAG_L002_R2_001 4581492.3 532290936 3748715 3425763 36014 1167062 643 915842
Area J3 JPO9A_index9_GATCAG_L002_R2_002  4581493.3 527529062 3728073 3399187 36601 1154960 631 906571
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R2_003  4581494.3 531949838 3756159 3436558 36425 1160532 662 910502
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R2_004  4581495.3 526717613 3745095 3418898 36582 1141176 635 895039
JPO9A_index9_GATCAG_L002_R2_005  4581496.3 110782185 785561 72314 7849 246469 143 194169

Total (R2) 2229269634 15763603 13752720 153471 4870199 2714 3822123

"Numero identificador do arquivo dentro do banco de dados; ?Predicted Protein Features; SPredicted rRNA Features; ?Identified Protein Features; ®Identified rRNA Features;
®ldentified Functional Categories

Dataset = nome do arquivo no MG-RAST; Bp count = valores de pares de base; Sequences count = valores de sequéncias

*Pés controle de qualidade
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Anexo F —  Abundancia taxond6mica dos reads metagendémicos (classes) do filo
bacteriano mais numeroso Proteobacteria (A), Box plot mostrando a
distribuicdo das proporcdes de sequéncias de cada area dentro deste filo
(IQR; 75 — 25% dos dados), a mediana e os valores extremos (barras) em
relacdo a mediana (1,5*IQR); o asterisco identifica a média dos dados (B)
(software STAMP)
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Anexo G —

Andlise de redundancia (RDA) resultantes da correlagdo dos fatores ambientais, fisicos, quimicos e abundancia de sequéncias (nivel
de filo) afiliadas aos grupos de cada etapa do ciclo do N (A a F); sequéncias a nivel de ordem (SEED database) dos solos das trés
areas. Todas as variaveis foram analisadas, porém somente os fatores ambientais destacados em vermelho foram os que
apresentaram significancia (p<0,05)
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Anexo H-  Tabela indicando os fatores ambientais significativos (M) submetidos a
Analise de Redundéancia (RDA) com as porcentagens que explicam a variagéo
dos dados de forma independente quando correlacionados com valores de

abundancia de sequéncias de cada etapa do ciclo do N

Etapa do ciclo Fator Explicacao total (%)
Assimilagdo de Nitrato 43
amonia =) 22
H+Al 13
Desnitrificagdo Queima 41
\% 23
Torta de filtro 8
Reducgéao Vv 36
dissimilatéria do . .
nitrito Carvao ativado 34
Amonificagéo Mg 33
do nitrato e
nitrito (DNRA) cTc !
Oxido nitrico Produtividade 16
sintase
Fixacédo de Produtividade 19
nitrogénio MO 3

H+Al — acidez potencial; P — fésforo; V — saturagdo por bases; Mg — magnésio; CTC —

capacidade de troca catiénica; MO — matéria organica
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Anexo | — Dados utilizados para a construgao do core microbiano. Andlise dos perfis
taxénomicos relacionados ao ciclo do N (Assimilagdo de aménia e fixagdo de
nitrogénio) a nivel de ordem (SEED database) dos solos das trés areas de
cana-de-agucar. Valores expressos em propor¢gdo média (%) apenas das
ordens que apresentaram significancia; PCAs dos perfis funcionais a nivel de
ordem (A a D) (Teste de ANOVA e post-hoc Tukey-Kramer a 0,95 corrigido por

Benjamin-Hochberg FDR; p<0,05)
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Anexo J — Dados utilizados para a construgdo do core microbiano. Analise dos perfis
taxdnomicos relacionados ao ciclo do N (Redugdo dissimilatéria do nitrito e
oxido nitrico sintase) a nivel de ordem (SEED database) dos solos das trés
areas de cana-de-agucar. Valores expressos em propor¢cado média (%) apenas
das ordens que apresentaram significancia; PCAs dos perfis funcionais a nivel
de ordem (A a D) (Teste de ANOVA e post-hoc Tukey-Kramer a 0,95 corrigido
por Benjamin-Hochberg FDR; p<0,05)
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Anexo L — Dados utilizados para a construcido do core microbiano. Analise dos perfis
taxénomicos relacionados ao ciclo do N (Aonificagdo do nitrato e nitrito e
desnitrificagdo) a nivel de ordem (SEED database) dos solos das trés areas
de cana-de-agucar. Valores expressos em propor¢cdo média (%) apenas das
ordens que apresentaram significancia; PCAs dos perfis funcionais a nivel de
ordem (A a D) (Teste de ANOVA e post-hoc Tukey-Kramer a 0,95 corrigido
por Benjamin-Hochberg FDR; p<0,05)
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Anexo M —  Abundancia de hits afiliados a classificagdo enzimatica das etapas do ciclo do nitrogénio (A, B [1aa 1d], C[2aa 2c], D,Ee F [1ae
1b]) (KEGG database; software STAMP)
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Anexo N —  Abundancia de hits relacionados a classificagdo enzimatica (E.C.) baseada no banco de dados KEGG. As enzimas correspondem as etapas
do ciclo do nitrogénio.

Metagenoma
Etapa E.C. Area A Area F Area J
Area A1 AreaA2 AreaA3 AreaF1 AreaF2 AreaF3 AreaJ1  AreaJ2  AreaJ3
Nitritagdo 1.7.34 1,8E-06 2,5E-06 2,1E-06 1,6E-06 2,2E-06 3,3E-06 1,4E-06 1,1E-06 1,9E-06
Redugéao da hidroxilamina 1.7.99.1 1,3E-06 5,4E-07 8,7E-07 5,3E-07 1,9E-06 1,0E-06 1,2E-06 5,4E-07 6,7E-08

la 1.7.7.2 2,3E-06 2,0E-06 2,4E-06 3,6E-06 2,2E-06 3,5E-06 2,2E-06 2,8E-06 1,5E-06
1  1.7.11 4,2E-05 2,8E-05 4,5E-05 4,2E-05 3,2E-05  4,2E-05  3,4E-05 3,4E-05  3,4E-05
1c 1743 4,7E-07 4,1E-07 1,3E-07  6,0E-07 3,3E-07 2,0E-07 2,7E-07 6,8E-08  2,0E-07
1d 1.7.99.4 2,6E-04 1,8E-04  2,4E-04 1,7E-04  2,3E-04 1,9E-04  2,0E-04 1,8E-04 1,3E-04

Reducéo do nitrato — parte |

2a 1.7.2.2 1,8E-05 1,3E-05 1,2E-05 1,1E-05 1,2E-05 1,2E-05 1,3E-05 8,2E-06  5,6E-06
Reducéo do nitrito — parte Il 2b  1.7.7.1 7,0E-05 6,0E-05 8,7E-05 8,1E-05 74E-05 9,1E-05 7,1E-05 8,4E-05 8,1E-05
2c 1.71.4 1,2E-04 8,7E-05  9,7E-05 1,3E-04 1,2E-04 1,2E-04  8,7E-05 9,4E-05  8,6E-05

Fixag&o do nitrogénio 1.18.6.1 7,5E-06 5,8E-06 3,3E-06  2,5E-06 7,7E-06  3,8E-06  2,2E-06 2,8E-06  2,0E-06

1a 1.7.21 4,9E-05 29E-05 3,7E-05  3,0E-05 3,6E-05 2,5E-05 2,9E-05 1,7E-05 1,7E-05
1b  1.7.99.7 2,3E-05 1,7E-05 2,0E-05 2,6E-05 24E-05 2,6E-05 1,7E-05 1,9E-05 1,6E-05

Desnitrificagdo




Anexo O —

Areas de estudo analisadas segundo a metodologia de sequenciamento (l);
Amostras do sequenciamento do gene 16S rDNA (ll) e metagenomas (lll)

I
*®D-

“eo@
O®0O

11
& D - E

Areas de estudo escolhidas
para esta tese

shotgun e amplicom
do gene 16S rDNA

Metagenoma

Amplicom do gene

16S rDNA

124
amostras

Sequenciamento do
amplicon 16S rIDNA
Illumina HiSeq
2000

| Earth Microbiome Project

Sequenciamento do
metagenoma
shotgun
Illumina HiSeq
2000

123



124

Primers utilizados para a amplificagdo dos fragmentos alvo a partir do DNA das amostras de solo coletadas em trés areas de cultivo

de cana-de-agUcar no estado de Sao Paulo por gPCR e T-RFLP a partir da amplificagdo da regido dos genes amoA e nifH

Anexo P —
Técnica Gene alvo Primers
amo196F
AOA
amo277R
amoA
amoA-1F
gPCR AOB
amoA-2R
FGPH19
nifH
PolR
Arch-amoAF
AOA
Arch-amoAR
T-RFLP amoA
amoA-1F
AOB
amoA-2R

Sequéncias (5> 3’)

GGW GTK CCR GGR ACW GCM AC
CRA TGA AGT CRT AHG GRT ADC C
GGG GTT TCT ACT GGT GGT
CCC CTC KGS AAAGCC TTCTTC

TAC GGC AAR GGT GGN ATH
ATS GCC ATC ATY TCR CCG

STAATGGTCTGGCTTAGACG
*FAM- GCGGCCATCCATCTGTATGT
GGG GTT TCT ACT GGT GGT

*FAM-CCC CTC KGS AAAGCC TTC TTC

*Indica a marcagao do primer com o fluoréforo a ser detectado na leitura a laser dos TRFs

Referéncia

TREUSCH et al,, 2005
TREUSCH et al,, 2005
ROTTHAUWE et al,, 1997
ROTTHAUWE et al,, 1997

SIMONET et al,, 1991

POLY et al,, 2001
Enzima

FRANCIS et al,, 2005
FRANCIS et al,, 2005
Hhal
ROTTHAUWE et al,, 1997

ROTTHAUWE et al,, 1997
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Andlises de redundancia (RDA) resultantes da correlagdo dos fatores ambientais quimicos (grafico a direita) e fisicos (grafico a
esquerda) com os perfis da estrutura microbiana de bactérias (AOB) e arquéias (AOA) amdnioxidantes baseados em T-RFLP dos

solos das trés areas

Anexo Q —
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