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RESUMO

Impacto da umidade do solo sobre a estrutura das comunidades bacterianas e
sobre as atividades enzimaticas em solos da Caatinga e da Mata Atlantica

As comunidades microbianas regulam a ciclagem de nutrientes no solo. O
impacto das mudancgas climéticas sobre estas poderia alterar a estrutura, a funcao e
provocar um desequilibrio dos nutrientes no ambiente. O principal objetivo desse
trabalho foi estudar o impacto da umidade sobre a diversidade e atividades
enzimaticas das comunidades bacterianas em solos dos biomas Caatinga e Mata
Atlantica. Amostras de solo foram coletadas nos seguintes estados brasileiros:
Bahia, Pernambuco e S&o Paulo totalizando quatro pontos de coleta, com um ponto
em cada estado e dois pontos no estado de S&o Paulo. As amostras de solo dos
"dois biomas, foram incubadas em microcosmos, com trés ciclos de umidade (60 %-
30 %, umidade relativa) e para/cada ciclo de umidade, foram construidas uma
biblioteca metagenémica 16S rRNA Nas andlises de alfa diversidade, foram
caiculados 8s indices PD (diversidade filogenética baseado nos ramos da arvore
filogenética) e Shannon. Para avaliar a beta diversidade foi utilizado o indice Bray-
Curts (indice de similaridade baseado nos grupos dominantes) e a distancia UniFrac.
Simultaneamente, cada uma das amostras de cada tratamento foi analisada para as
seguintes atividades enziméaticas: fosfatase acida e alcalina, arilsulfatase,
desidrogenase, celulase, amilase, urease e fitase. As analises estatisticas incluiram
a correlacdo de Pearson entre as enzimas e as OTUs, ANOVA, LSD e Tukey
(p<0,05). Os resultados aqui obtidos mostraram que os filos Acidobacteria,
Proteobacteria e Chloroflexi foram mais abundantes nos solos da Mata Atlantica e
Actinobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi e Acidobacteria nos solos da Caatinga,
considerando a caracteristica em estudo do efeito adverso do estresse hidrico. As
classes mais prevalentes na Mata Atlantica foram Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Enquanto que
para a Caatinga, as classes prevalentes foram Ktedonobacteria, Actinobacteria-6 e
Betaproteobacteria. No que diz respeito ao estresse hidrico sobre as atividades
enziméaticas, os dados demonstraram efeito significativo para todos os solos
amostrados, exceto para a enzima fitase. Por correlacdo entre as OTUs e as
enzimas observou-se que grupos especificos foram correlacionados positivamente
com a atividade das enzimas e com C e N total nos solos estudados. Estes
resultados indicam que as mudancgas climéticas afetam a distribuicdo taxondmica
das comunidades bacterianas e as fun¢gdes enziméticas.

Palavras-chave: Estresse hidrico; Atividade enzimatica; Alteracdes climéticas;
Semiarido
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ABSTRACT

Impact of the soil humidity on structure of the bacterial communities and on
the enzymatic activities in soils of the Caatinga and Atlantic Forest

The microbial communities regulate the nutrient cycling in the soil. The impact
of climate change on could alter the structure and function and cause an imbalance
of nutrients in the environment. The main aim of this work was to study the impact of
the soil humidity on diversity and enzymatic activities of bacterial communities in the
soils of the Biosphere biomes of Caatinga and Atlantic Forest. Soil samples were
collected in the following Brazilian states: Bahia, Pernambuco and Sao Paulo totaling
four collection points, with a point in each state and two points in Sdo Paulo. The
soils samples of the two Biomes, were incubated in microcosms, with three humidity
cycles (60% - 30% relative humidity) and for each humidity cycle, was constructed a
16S rRNA metagenomic library. In the analyzes of alpha diversity, the PD indices
were calculated (based on phylogenetic diversity branches of the phylogenetic tree)
and Shannon and to test the beta diversity we used the Bray-Curts index (similarity
index based on the dominant groups) and the distance UniFrac. Simultaneously,
each soil sample of each treatment was analyzed for the following enzymatic
activities: acid and alkaline phosphatase, arylsulfatase, dehydrogenase, cellulase,
amylase, urease and phytase. Statistical analyzes included the Pearson correlation
between enzymes and OTUs, ANOVA, LSD and Tukey (p < 0.05). The results herein
obtained showed that the Phyla Acidobacteria, Proteobacteria and Chloroflexi were
more abundant in the soils at Atlantic Forest, and Actinobacteria, Proteobacteria,
Chloroflexi and Acidobacteria in the soils of Caatinga, considering the studied trait of
the adverse effect of water stress. The most prevalent classes in the Atlantic Forest
were Acidobacteria, Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria and
Gammaproteobacteria. While for the Caatinga, the prevalent classes were
Ktedonobacteria, Actinobacteria-6 and Betaproteobacteria. In regard to the hydric
stress on the enzymatic activities, the data showed significant effects for all sampling
soils, except for the enzyme phytase. By correlations between OTUs and enzymes it
was observed that specific groups were positively correlated with the activity of the
enzymes and carbon and total nitrogen in the studied soils. These results indicate
that climate change affects the taxonomic distribution of bacterial communities and
the enzymatic functions.

Keywords: Water stress; Enzymatic activity; Climate Change; Semiarid
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1 INTRODUGCAO

As consequéncias do aumento da temperatura associados a concentragao
dos gases do efeito estufa podem trazer impactos para diversas regides do planeta.
No Brasil, 58 % da emissdo de gases do efeito estufa tem sido resultado da acao
antropica, devido a mudanca no uso da terra, como o desmatamento, atividades
agricolas e queima de combustiveis fésseis. As mudancas climaticas poderao
intensificar os periodos de secas no semiarido nordestino, independente do que
possa alterar nos niveis de precipitacdes, ja seriam suficientes para causar maior
evaporacao dos recursos hidricos, além da reducdo da biodiversidade e impacto na
produtividade agricola. Para a regido da Mata Atlantica € previsto a diminuicao
significativa nos indices pluviométricos para os préximos 100 anos, 0 que acarretara
perda de até 65 % das espécies arboreas.

Os micro-organismos, a partir da mineralizacdo e da imobilizacdo de
nutrientes participam diretamente da ciclagem de nutrientes e contribuem para a
manutencdo do equilibrio dinAmico entre a cobertura vegetal e os atributos fisicos,
guimicos e biolégicos do solo. A gqualidade do solo é a capacidade do solo em
sustentar a diversidade biolégica, manter a qualidade ambiental e favorecer a salude
das plantas e dos animais. Neste contexto, os micro-organismos do solo, devido a
sensibilidade as mudancas ambientais, podem ser utilizados como bioindicadores da
qualidade do solo. Alteragdes no equilibrio do ambiente edafico pode alterar a taxa
de decomposicdo da matéria organica e, consequentemente, a ciclagem de
nutrientes. As enzimas do solo estdo diretamente relacionadas ao processo de
mineralizacdo da matéria organica do solo e séo sensiveis as oscilacbes ambientais.
Desse modo, sao utilizadas para avaliar os impactos de uma perturbacdo sobre as
funcBes quimicas, fisicas e biolégicas do solo. Os periodos anuais de ciclos de seca
seguidos de periodos de chuva séo tidos como estresse fisiolégico, em que as
comunidades microbianas devem possuir mecanismos para o0s tornarem tolerantes
ao efeito da disponibilidade de agua. O acesso aos nutrientes se torna limitado
quando a medida que a espessura da pelicula da agua é reduzida pela seca, em
contrapartida, quando a disponibilidade de &agua aumenta em decorréncia da
precipitacdo, provoca uma descarga rapida de nutrientes, aumentando o processo

de mineralizacdo no solo pela microbiota.
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Estudos realizados visando o efeito das alteracdes climéaticas sobre a
microbiota do solo demonstraram que a sazonalidade pode afetar as comunidades
microbianas do solo. O aumento no teor da umidade do solo tende a diminuir a
decomposicdo da matéria organica, pela baixa concentracdo de oxigénio no solo.
Em contrapartida, quando h& um baixo teor de umidade do solo, consequentemente,
reduz a atividade microbiana através da mobilidade e do potencial de agua
intracelular. Assim, determinando a estrutura e os padrdes de diversidade das
comunidades microbianas, por meio da disponibilidade de nutrientes e mobilidade
dos micro-organismos no solo. Dessa forma, este estudo teve por objetivo descrever
como o impacto da umidade do solo relacionado as mudancas climaticas pode afetar
a composicdo da comunidade bacteriana e as atividades enzimaticas em solos da

Caatinga e da Mata Atlantica.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliogréfica

2.1.1 Aquecimento global

As mudancas climéticas globais sdo consequéncia do acumulo de gases do
efeito estufa (GEE) na atmosfera, tais como o dioxido de carbono (CO2), 6xidos
nitrosos (NOxX) e metano (CH4). Segundo o Painel Intergovernamental sobre
Mudancas Climaticas (INTERGOVERNMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE -
IPCC) a causa desse acumulo é devido as atividades antropogénicas relacionadas a
gueima de combustiveis fosseis e o0 desmatamento de florestas tropicais
(SOLOMON et al.,, 2007). Segundo estimativa do IPCC é de se esperar um
aquecimento de 0,1 °C por década. O parecer para um cenario de baixa e alta
emissédo dos gases é de 1,8 °C e 4,0 °C, respectivamente.

O relato do aumento na emissdo do dioxido de carbono, passou de 280 ppm
(partes por milhdo) para 379 ppm (partes por milhdo), entre a Revolucdo Industrial e
o0 ano de 2005. Para o gas metano, no mesmo ano, foram observados valores de
1774 ppb (partes por bilhdo), excedendo os valores registrados durante o inicio da
década de 1990 (1732 ppb). A concentracdo dos Oxidos nitrosos na atmosfera
aumentou no mesmo periodo, de 270 para 319 ppb (IPCC, 2008).

Parte das emissdes dos GEE ocorre em decorréncia de praticas agricolas,
caracterizando esse setor como um dos responsaveis pelo aumento do efeito estufa.
Estima-se que a agricultura seja responsavel por 23 % das emissdes de GEE de
origem antropogénica (CERRI et al., 2004). Esse fato ocorre principalmente pelo
desmatamento, mudanca do uso da terra, cultivo de arroz irrigado, criacdo de
ruminantes, uso de fertilizantes e pela decomposi¢cdo da matéria organica do solo
(MOS), promovida pelas praticas de preparo do solo (LAL et al.,, 1998; REICOSKY;
LINDSTROM, 1993) O metano e o 6xido nitroso sao 0s principais gases emitidos
pela agricultura, contribuindo com 15% e 6%, respectivamente, para o aumento da
emissdo desses gases. O cultivo de arroz irrigado, a pecuaria doméstica e seus
dejetos, assim como a queima de residuos agricolas promovem a liberacdo de
metano (CH4) na atmosfera. Estima-se que 55% das emissGes de metano causadas

pelo homem s&o da agricultura e pecuéria (IPCC, 1995).
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Este processo de modificacdo climatica em escala global tem sérias
implicacbGes diretas e indiretas sobre os fatores abitdticos (por exemplo, clima e solo)
e em todos os niveis tréficos da biodiversidade (POUNDS et al., 2007). Linn e Doran
(1984) observaram que em solos muito umidos a atividade microbiana é limitada
pela restricdo de O2. J&4 Zanchi et al. (2002) mostraram que em condi¢Bes de seca a
atividade microbiana é afetada pela reducédo da solubilidade do carbono orgéanico.

De forma bem simples, o aumento de temperatura induz a uma maior
evapotranspiracdo, ou seja, reduz a quantidade de agua no solo, mesmo que as
chuvas ndo diminuam significativamente. Como consequéncia em longo prazo, este
fator podera desencadear a substituicdo de espécies dos biomas existentes hoje,
por outras mais adaptadas a climas com uma menor disponibilidade hidrica. Por
exemplo, as savanas viriam a substituir florestas, a caatinga as savanas e 0o semi-
deserto a caatinga (NOBRE; ASSAD, 2005). Segundo o United Nations
Environmental Programme (UNEP) a relacdo precipitacdo/evapotranspiracdo indica
o0 indice de aridez, de modo que os valores entre 0,2 a 0,5 sugerem ambientes
semiaridos com precipitacdo medial anual entre 200 a 800 mm (milimetros). Em
contrapartida, para as regides Umidas os valores dessa relacdo sao superiores a 1
com precipitacdo medial anual superior a 2000 mm. Muitas regides do globo, além
de ja serem vulneraveis por sua grande variabilidade natural, podem sofrer com
impactos em decorréncia das alteracbes dos padrdes climaticos (INSTITUTO
NACIONAL DO SEMIARIDO - INSA, 2011). Os relatérios do GT1 e GT2 do IPCC
relataram que até o final do século XXI, a disponibilidade de 4gua podera aumentar
de 10 a 40 %, nas regides tropicais, e reduzidas entre 10 a 30 % nas regifes aridas.
E de se esperar uma continua elevacido da temperatura proxima a 4,0 °C no
decorrer do século XXI.

O relatério do Clima no Brasil (PROBIO- GOF UK-INPE) relatou que a
vegetacdo caatinga pode sofrer alteracbes tornando-se uma vegetacdo mais tipica
de zonas éaridas, com predominadncia de cactdceas. Como consequéncia das
mudancas do clima €& de se esperar para a regido do Nordeste brasileiro um
acréscimo de 3,0 °C; a agricultura se tornaria inviavel, o aumento da desertificacao
causaria diminuicdo; e por fim, o semiarido tornaria vulneravel a chuvas torrenciais,
concentradas em um curto espaco de tempo, e a intensificacdo de dias secos
consecutivos com ondas de calor decorrente do aumento na frequéncia de veranicos

(MARENGO, 2010).
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Para as areas com remanescentes de Mata Atlantica, as projecbes mais
otimistas e pessimistas do IPCC indicam um aumento de temperatura 2,0 °C ou 4,0
°C, respectivamente. Esses aumentos sdo suficientes para reduzir a vegetacao
arborea em 30 % ou 65 % até 2100, considerando as proje¢cBes otimistas e

pessimistas, respectivamente (LOPES, 2013).

2.1.2 Regido semiarida brasileira: bioma Caatinga

A regido semiarida brasileira ou Caatinga ocupa aproximadamente 11 % do
territério brasileiro totalizando uma extensdo territorial de 900,000 km2 (BRASIL,
2012). Distribui-se pelos estados do Piaui, Cear4, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e parte de Minas Gerais. Essa regidao
apresenta uma grande riqueza de espécies endémicas (SA; RICHE; FOTIUS, 2003).

O nome “caatinga” € de origem Tupi e significa “mata branca” (“Kaa’= Mata,
Floresta; “Tinga”"= branca) referindo-se a paisagem esbranquicada, devido ao
aspecto das arvores sem folhas durante a estacdo seca. E um tipo de formacéo
vegetal com caracteristicas bem definidas, tais como: estrato arbéreo baixo (até 5 m
de altura) arbustos e cactdceas As espécies vegetais possuem raizes por toda a
superficie do solo, além de raizes profundas para absorver maior quantidade de
agua em grandes profundidades durante os rapidos periodos de chuva (GIULIETTI
et al., 2006). A caatinga pode ser dividida em hiperxer6fila e hipoxerofila.

A caatinga hiperxerofila possui solos relativamente rasos e representa a
vegetacdo predominante de baixo a médio porte. As plantas séo classificadas como
deciduas com carater xerofilo (tipicas de regibes secas). A caatinga hipoxerofila
ocupa predominantemente areas de solos profundos e relevo plano. S&do formados
em sua maioria por arvores de pequeno a médio porte com troncos retorcidos,
vegetacdo herbacea e arbustos com espinhos (SA; RICHE; FOTIUS, 2003).

O clima da caatinga é caracterizado por longos periodos de seca devido a
escassez de agua, irregularidade espaco/temporal e longos periodos de estiagem. A
pluviosidade média anual € igual ou inferior a 800 mm, distribuidas ao longo de trés
a cinco meses. A temperatura média varia entre 23 °C a 27 °C
(SUPERINTENDENCIA DO DESENVOLVIMENTO DO NORDESTE - SUDENE),
podendo chegar a valores maiores que 50°C na estacdo de verdo. Caatinga é um
dos mais vulneraveis biomas aos impactos das mudancas climaticas no territério

brasileiro. O aumento da temperatura global podera causar um processo de



20

desertificacdo da regido semiarida (NOBRE, 2011). As reduc¢cdes nos padrdes de
precipitacdo estdo presentes na maioria dos modelos globais do IPCC para a regiao,
consequentemente, o aumento da temperatura poderd alcancar um valor entre 3,0
°C a 4,0 °C para a segunda metade do século XXI. Assim, causard uma reducao
entre 15 % a 20 % nas vazdes do principal rio da regido, o Rio Sao Francisco (IPCC
AR4, 2007).

A acdo antrépica tem intensificado as erosdes e o aumento no déficit hidrico
do solo, devido a perda da cobertura arbustiva (por pastagem, queima e/ou
agricultura). A exposicdo do solo favorece a formacdo de uma crosta superficial
decorrente do impacto direto das gotas de chuva, aumentando o escoamento e
reduzindo a infiltracdo da agua (GALINDO et al.,, 2007). Isso contribui para o
processo de desertificacdo, que junto com as causas naturais, aumentam 0O processo

de desertificacdo em até 60 % (BRASIL, 2004).

2.1.3 Bioma Mata Atlantica

A Mata Atlantica abrangia uma area em torno de 1.315.460 km2 ocupando
dezessete estados brasileiros (Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o
Paulo, Goids, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo,
Bahia, Alagoas, Sergipe, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Ceara e
Piaui). Atualmente, restam aproximadamente 12,5 % de floresta nativa bastante
fragmentada, o que a torna uma das florestas mais ameacadas do mundo. Todavia,
€ considerada a terceira maior formacao florestal brasileira com enorme importancia
social e ambiental (VARJABEDIAN, 2010; SOS MATA ATLANTICA). O estado de
Sdo Paulo possui cerca de 18 % da floresta remanescente no Brasil, que
representam 8,3 % dos fragmentos do litoral e encostas da Serra do Mar e 83,6 %
da vegetacdo nativa do estado.

A Mata Atlantica é considerada um hotspot da biodiversidade, incluindo
muitas espécies endémicas. Destacam-se a presenca de 20 mil espécies de plantas,
aproximadamente oito mil endémicas; 270 espécies conhecidas de mamiferos (73
endémicas); 992 de passaros; 197 de répteis; 372 de anfibios; e 350 de peixes
(METZGER, 2009; SOS MATA ATLANTICA) O clima na regi&o litoral do estado de
Sdo Paulo é caracterizado por elevado indice pluviométrico, em média os valores

variam entre 1.800 e 2.000 mm/ano, podendo alcancar até 4000 mm/ano e médias
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de temperaturas minimas e maximas de 19 °C e 27 °C, respectivamente (MELO;
MANTOVANI, 1994).

A exploracdo da Mata Atlantica comecou com a chegada dos portugueses,
interessados na extracdo da madeira do Pau-Brasil. Segundo dados do IBGE, a
floresta apresenta alta densidade populacional e poios industriais, o que resulta na
fragmentacdo do habitat e, a reducdo da sua area ao longo dos anos. Com a
Constituicdo Federal de 1988, a Mata Atlantica junto com outros biomas brasileiros
foi definida como patriménio nacional, tendo seus espacos territoriais protegidos por
meio das Unidades de Conservacao.

Os solos da Mata Atlantica, em geral, possuem pH 4&cido, rasos,
extremamente Umidos e pobres em nutrientes. Recebem pouca luz, devido ao
estrato arboreo denso e grande quantidade de matéria organica. Esse ambiente
pode favorecer o crescimento de grupos microbianos decompositores como
bactérias e fungos, com importante papel na disponibilizacao de nutrientes para as

plantas (KINDEL; GARAY, 2002).

2.1.4 Micro-organismos
2.1.4.1 Micro-organismos do solo e adaptacdo as condi¢des ambientais

Os micro-organismos desempenham importantes funcdes ecoldgicas no solo,
tais como: na transformacdo e decomposicdo da matéria organica, na ciclagem de
nutrientes (ciclos biogeoquimicos) e no fluxo de energia no solo (HERNANI, s.d ).
Somam-se ainda o controle biolégico de doencas e pragas, biorremediacdo de
poluentes, degradacdo de agrotoxicos, associacbes micorrizicas entre fungos e
plantas e a fixacado biolégica do nitrogénio (PARRA, 2002; MENDES; REIS, 2010).

Ha diversos estudos sobre a diversidade microbiana em ambientes edaficos
(PAULA, 2012; CARVALHO, 2012; KAVAMURA, 2012; SILVA, 2012). Rodrigues
(2011) analisou as comunidades bacterianas em solos da Mata Atlantica, e
encontraram maior abundancia de Acidobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia.
Ferreira et al. (2014) estudaram comunidades bacterianas em solos da Caatinga e
observaram uma maior presenca dos filos Actinobacteria, Proteobacteria,
Acidobacteria e Firmicutes.

A biomassa viva do solo é composta principalmente por fungos, bactérias e
arqueias. As bactérias apresentam o grupo mais numeroso (MOREIRA; SIQUEIRA,

2006). Essa diversidade é intimamente ligada a variabilidade genética e metabdlica
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encontrada nesses grupos. Segundo Ranjard et al. (2010) e Blaine (1992) a
abundéancia de bactérias e arqueias no solo varia de 10/ a 1010 células por grama de
solo. Os organismos edaficos metabolicamente ativos estdo concentrados nas
primeiras camadas de solo, entre 1 a 30 cm de profundidade. Estes ocupam menos
de 0,5 % do volume total do solo e menos de 10 % da matéria organica (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007). As interacdes entre as espécies (por exemplo, mutualismo,
competicdo e parasitismo) associadas a fatores ambientais (umidade, temperatura e
pH) influenciam na populacdo microbiana presente no solo (OLIVEIRA et al., 2009).
Esses fatores levam as comunidades microbianas a se adaptarem rapidamente as
variacbes nas condicbes ambientais, determinando as atividades que essas
desempenhardo no solo (KARAMAE et al.,, 2012). Segundo o0 mesmo autor os solos
sdo quimicamente, fisicamente e biologicamente heterogéneos, proporcionando uma
ampla gama de nichos para as comunidades microbianas.

Fitter et al. (2005), ao estudarem a biodiversidade, o fluxo de carbono e a
resiliéncia do solo concluiram que a rigueza taxondmica € substancial para a
resiliéncia das comunidades diante a mudancas externas, sendo que a microbiota é
capaz de manter suas funcBes, mesmo quando sua estrutura é rapidamente
alterada.

Kavamura et al. (2013a), estudaram comunidades bacterianas associadas a
cactaceas da Caatinga, durante os periodos de chuva e seca e encontraram maior
abundancia de Gram-negativas no periodo chuvoso e de Gram-positivas no periodo
de seca, formados por grupos de micro-organismos que possuem caracteristicas
fisiol6gicas de resisténcia aos periodos de seca e chuva. Frossard, et al. (2015), em
um estudo no Deserto do Namib, concluiram que as estruturas das comunidades
microbianas podem ser alteradas pelos sucessivos ciclos de umidade, e que as
atividades dos micro-organismos do solo devem se adaptar as alteracdes de
umidade, sugerindo redundéancia funcional das comunidades microbianas.

As respostas das comunidades microbianas as variacdes de seca e chuva
sdo bastante complexas. Em regides em que o periodo de seca é extremamente
longo, a primeira precipitacdo pode estimular grupos da comunidade do solo de
modo a aumentar a decomposicdo do C organico e a taxa de C02, (BRODIE et
al.,2007; VARGAS et al.,, 2012). Em solos em que a disponibilidade de agua é baixa,
as comunidades microbianas detém de mecanismos adaptados a essas condicfes e

uma diminuicdo na atividade microbiana (PLACELLA et al., 2012). A resiliéncia faz
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com que as comunidades sob efeito de estresse hidrico alterem o0s grupos sem
alterar suas fungdes (TAKETANI et al., 2014). Portanto, os micro-organismos sao de
grande importancia para a manutencdo do equilibrio biolégico e nutricional dos
solos, pois podem ser capazes de se adaptar as condicdes ambientais decorrentes

das mudancas climaticas.

2.1.4.2 Micro-organismos extremofilos

O termo “extremdéfilo” foi primeiramente empregado por MacElroy em 1974,
para se referir a organismos que se desenvolvem em condi¢cdes que poderiam ser
letais a outros organismos. A maioria dos micro-organismos extremofilos esta
presente em dois grandes Dominios da vida, Bactéria e Archaea.

A variedade de ambientes nos quais esses organismos podem se proliferar é
determinada por extremos de temperatura, salinidade, pH, radiacdo e baixa
disponibilidade de &gua. Assim sendo, denominam-se 0S micro-organismos
extremofilos os que sobrevivem a temperaturas maiores que 45 °C (termoéfilicos) e
menores que 20 °C (psicrofilicos); pH elevado (alcaléfitos) e pH baixo (acidéfilo); alta
concentracdo de sal, maiores que 20 % (halofilicos); os micro-organismos
resistentes a radiacdo (SANTOS, 2001) e os que sobrevivem a baixa atividade de
agua (xerofilicos ou xerotolerantes). Os organismos xerofilicos sobrevivem somente
em baixa atividade de agua e os xerotolerantes sdo resistentes a essa condicdo
(HOFFMANN, 2001). Segundo o mesmo autor o grupo pertencente ao Dominio
Bactéria sao 0s micro-organismos mais exigentes a disponibilidade de agua no
ambiente.

Sdo poucos os estudos que buscam conhecer as comunidades de micro-
organismos extremofilos. Garrido et al. (2012) encontraram maior abundancia dos
filos Actinobacteria, Proteobacteria e Acidobacteria ao estudarem o solo da rizosfera
de plantas de cactos do México. Kavamura et al. (2013a) estudaram a diversidade
bacteriana na rizosfera de Cereusjamacaru, durante o periodo chuvoso e de seca.
O filo que apresentou a maior frequéncia foi Proteobacteria nas amostras de solo do
periodo chuvoso; e o filo Actinobacteria para as amostras de solo do periodo de
seca. Bachar et al. (2010) observaram que em ambiente semiaridos o filo que mais
se destacou foi Acidobacteria, no entanto quando estudaram ambientes aridos trés

grupos com maior abundéncia Cyanobacteria, Thermomicrobia, e Verrucomicrobia.



24

Deste modo, os estudos das comunidades de micro-organismos extremofilos
em ambientes secos sdo importantes, em que esses se encontram adaptados a
condicdes que outros grupos microbianos ndo estdo adaptados (altas temperaturas,
radiacdo UV e baixa umidade). Tendo em vista as mudancas no clima, esses grupos
provavelmente poderdo sofrer alteracdes na sua estrutura e funcdo em relacdo aos

impactos da alteragcdo da umidade no solo.

2.1.5 Atividade enzimatica do solo

A atividade biologica no solo pode ser definida como toda reagdo bioquimica
catalisada pelos organismos. As atividades enzimaticas estao relacionadas aos
micro-organismos responsaveis por tal atividade. As enzimas participam da ciclagem
de nutrientes ao catalisarem a mineralizacdo de moléculas complexas em nutrientes
que serdo assimilados por outros organismos (TABATABAI, 1994).

As enzimas mais comumente analisadas estdo envolvidas nos ciclos dos
principais elementos do solo como C, N, P e S, tais como fosfatase, sulfatases,
urease e desidrogenase. Essas enzimas tém sido utilizadas para entender os
processos ecoldgicos envolvidos com alteracdo da comunidade vegetal e das
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo (SALAZAR et al., 2011;
VASCONCELLOS, 2012; ARAUJO, 2007).

As fosfatases &cida e alcalina sdo responsaveis pela disponibilizacdo de P
para as plantas. S&o classificadas em &cidas ou alcalinas de acordo com a atividade
6tima em pH é&cido (6,5) e alcalino (11). A fosfatase alcalina é produzida
basicamente por micro-organismos e a acida tanto por micro-organismos quanto por
plantas e outros organismos edaficos (TABATABAI, 1969).

O enxofre € disponibilizado para as plantas através da producdo de
sulfatases, enzima responsavel pela liberacao de sulfato no solo (S04). Dentre as
classes de sulfatase, a que é amplamente estudada é a arilsulfatase, responséavel
por 40 % a 70 % do enxofre total disponibilizado em muitos ambientes.

A desidrogenase ocorre apenas em células vivas estando relacionada com os
processos que ocorrem na cadeia transportadora de elétrons. O papel dessa enzima
esta relacionado a oxidacdo da matéria organica do solo. Todavia, é sensivel aos
manejos sobre o solo, sendo adequada para avaliar mudancas na qualidade do solo.

Porém pode ser utilizada como indicador da populacdo microbiana viadvel do solo

(CASIDA et al., 1964; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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A urease participa do ciclo do N, liberando N inorganico. Catalisa a hidrélise
da uréia liberando CO2(gas carbdnico) e NH3 (amodnia) na natureza. E amplamente
distribuida nos ambientes e foi detectada em micro-organismos, plantas e animais

(DICKetal., 1996).

2.1.6 Acesso a microbiota do solo- Técnicas moleculares para analise

O maior obstaculo encontrado por pesquisadores no estudo da biodiversidade
do solo é que a maioria dos organismos nao é identificavel por taxonomia
morfologica convencional. As técnicas dependentes de cultivo envolvem a
identificacdo de bactérias e fungos através da obtencdo de carbono e energia, as
exigéncias nutricionais e meio de cultura para seu crescimento (KENNEDY, 1999).
Todavia, essas técnicas fornecem informacdes limitadas sobre a microbiota, uma
vez que aproximadamente, 99 % da microbiota do solo ainda ndo foram acessadas
por métodos dependentes de cultivo.

Os avancos tecnologicos das técnicas moleculares facilitam o acesso a
microbiota por métodos independentes de cultivo. Geralmente, as técnicas se
baseiam no sequenciamento do DNA dos micro-organismos. A maioria dos estudos
utiizam marcadores filogenéticos, como o gene 16S rRNA para procariotos e 18S
rRNA pra eucariotos, para avaliar a diversidade taxon6mica de um determinado
ambiente (HE et al., 2008). O impulso para utilizacdo dessas técnicas foi o
desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), que permite
amplificar pequenas regides de interesse do genoma (SAIKI et al., 1985).

Na Gltima década, o estudo da microbiologia ambiental utilizando métodos
independentes de cultivo permitiu o estabelecimento de estudo do metagenoma.
Amostras do DNA ambiental sdo extraidas, amplificadas a regido de interesse, por
exemplo, o gene 16S rRNA para bactérias. Segundo Hubert et al. (2009) os
organismos influenciam e séo influenciados por fatores ambientais ao produzir
compostos quimicos resultantes de seu metabolismo. Mathur et al. (2007) estudou
os efeitos de fatores abidticos sobre a diversidade filogenética de comunidades
bacterianas em fontes termais. O autor utilizou o sequenciamento em larga escala
do gene 16S rRNA para o estudo da diversidade bacteriana. Halsey (2012) observou
através de diferentes técnicas moleculares a diversidade bacteriana associada a
cogumelos da Mata Atlantica. Pacchioni (2010) comparou através da metagenémica

amostras de solo de regides da Mata Atlantica e Caatinga.
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Associada as esses estudos estdo as ferramentas de bioinformatica,
combinando ciéncia da computacdo, informatica, matematica, quimica, biologia e
estatistica para compreender a complexidade dos dados gerados no estudo da
ecologia (MARTINS, 2009). Contudo, os pesquisadores tém a sua disposicéo
bancos de dados para armazenar uma gama de volume de informacéo e algoritmos

para manipular dados produzidos em larga escala (HAGEN, 2000).

2.2 Objetivos

Considerando o cenério de mudancas climaticas descritos anteriormente, este
trabalho teve como objetivo estudar os impactos dos ciclos de umidade sobre a
diversidade das comunidades bacterianas e sobre as atividades enzimaticas em

microcosmos compostos por solos da Caatinga e da Mata Atlantica.

2.2.1 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do ciclo de umidade sobre as comunidades de Bactéria,

* Avaliar a interagdo entre os ciclos de umidade e a atividade das enzimas
fosfatase &cida e alcalina, arilsulfatase, desidrogenase, celulase, amilase,
urease e fitase nos solos de Caatinga e Mata Atlantica.

« Encontrar relacdo entre os atributos microbiolégicos e 0os grupos taxonémicos

de acordo com o ciclo de umidade.

2.3 Material e Métodos
2.3.1 Area de estudo e coleta das amostras

Foram coletadas amostras de dois ecossistemas contrastantes no que tange
a pluviosidade, a Caatinga e a Mata Atlantica. Sendo o primeiro com baixo indice
pluviométrico e o segundo com alto. Os locais de coleta dos solos pertencentes ao
bioma Caatinga estdo situados nos Estados da Bahia (BA) e Pernambuco (PE); e ao
bioma Mata Atlantica localizada no Estado de S&o Paulo (SP), totalizando quatro

pontos de coleta (Figura 1).



Figura 1 - Mapa do Brasil com destaque para os Estados de Pernambuco, Bahia e Sdo Paulo, onde
estdo ilustrados os pontos de coleta: (A) Petrolina- CEC, 09°23'36.67"S 40°24'44.89"W,
(B) Mandacaru- CAM, 09°03'35"S 40°18'41.88"W; (C) Bertioga- MAB, 23°43'24.0"S
46°01'51.3"W e (D) Cananéia- MAC, 24°53'24.0"S 47°50'39.0"W

Os dados relacionados as coletas, como coordenadas geograficas,
precipitacdo e temperatura, podem ser observados na tabela 1. As amostras foram
coletadas de 0 a 20 cm profundidade, armazenadas em sacos plasticos e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia Ambiental na Embrapa Meio
Ambiente, Jaguarilina- Sao Paulo™Aliquotas de cada amostra foram separadas para
analise molecular e mantidas em freezer a -80 °C. j
Tabela 1 - Localizagdo geografica dos pontos de coleta do bioma Caatinga realizada em abril/2014 e

0 bioma Mata Atlantica em novembro/2014. Os dados de precipitacdo e temperatura
maxima e minima sédo referentes a média mensal

Pontos de Coodenadas Precipitagdo  Temperatura Temperatura

coleta S W (mm) minima (°C) méaxima (°C)
Bertioga-SP 23°43'24.0" 46°01'51.3" 7.8 19,8 26,3
Cananéia-SP  24°5324.0" 47°50'39.0" 6 19,8 28,4
CEC-PE 09°23°36,67° 40°24'44,89" 1,7 195 31,3
Mandacaru-BA 09°03°35,62” 40°18741,88" 1,6 19,6 31,4

Fonte: Climate-data.org

2.3.2 Montagem do experimento para avaliagcdo dos ciclos de umidade
Para estudo comparativo de trés ciclos de umidade (C1.60; C1.30; C2.60;
C2.30; C3.60; C3.30), o experimento foi preparado em frascos de vidro de

aproximadamente 200 ml_, autoclavados. Foram adicionados 50 g de solo coletados
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em diferentes regides (MAB: Bertioga; MAC: Cananéia; CEC: Petrolina; CAM:
Mandacaru) (Figura 2). Os solos foram corrigidos para umidade de 60 % pela adicédo
de agua destilada autoclavada, e incubados em estufa de cultura, modelo 002 CB
(Fanem LTDA®) a 28°C. Ap6s 14 dias, amostras do solo foram retiradas dos frascos
do ciclo um, com 60 % de umidade e armazenadas em freezer para posterior
extracdo do DNA total e aliquotas foram guardadas em geladeira para analise da
atividade enzimatica. Os frascos foram mantidos em estufa até atingir 30 % de
umidade, permanecendo assim por 14 dias, sendo realizadas as mesmas analises

acima. O mesmo procedimento foi mantido para os dois préximos ciclos.

Figura 2 - Esquema da montagem do experimento onde: (A) pesagem das amostras; (B) frasco de
vidro contendo 50 g de solo: (C) repeticbes por ciclo/umidade; (D) experimento montado
na estufa de cultura

2.3.3 Andlise fisicas e quimicas das amostras de solo

A andlise quimica dos solos (fésforo (P), enxofre (S), calcio (Ca), Magnésio
(Mg), potassio (K), acidez potencial (H+Al), soma de bases (SB), indice de saturacao
de bases (V), matéria organica (M.O) e pH) foram encaminhadas para o laboratério
de analise de solo do Departamentos de Ciéncia do Solo (LSO) da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”- ESALQ/USP. O carbono e nitrogénio totais, foram
analisados por analisador elementar LECO TruSpec CN ap6s as amostras secadas

e peineradas (em malha 100 mesh) (Tabela 3).
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A umidade do solo foi realizada de acordo com o protocolo ISO 11268-2,
sendo calculada a diferenca de 10 g de solo fresco e o seco apoés ficar exposto a
105° por 24 horas. O calculo foi determinado da seguinte forma:

CRA= PSU- PSS x100
PSS

Onde: CRA- Capacidade de retencdo de &gua; PSU- peso do solo umido;

PSS- peso do solo seco.

Tabela 2 - Atributos obtidos a partir de analises fisico-quimica do solo para as quatro areas de coleta
na Caatinga e Mata Atlantica

Variaveis MA-B MA-C CEC CAM

Quimica
PH 4,3 bc 42 c 45b 6,1 a
M.O (g.dnrf3) 22 ¢ 55 a 15d 34 b
P (mg.dm'3 14 5 5 13
S (mg.dm"3) 8 5 <4 4
K (mmolc.dm'3) 2,3 11 1,7 2,2
Ca (mmolc.dm'3) 2 10 6 216
Mg (mmolc.dm 3 2 7 <1 43
H+Al (mmolc.dm'3) 47 88 16 13
SB (mmolc.dm'3) 6,3 18,1 8,7 261,2
CTC (mmolc.dm 3 53,3 106,1 24,7 2742
V (%) 12 17 35 95

Fisica

Umidade (%) 39,01 43,7 27,04 41,92

H+Al-acidez potencial; MO-matéria orgéanica; CTC-capacidade

de troca de cétions; SB-soma de bases; V- saturacdo por bases.
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Tabela 3 - Carbono e nitrogénio total e relacdo C/N das quatro areas de coleta nos trés ciclos de
umidade. Valores médios (n=3) e desvio padrdo sdo apresentados

C total (%) N total (%) Relacdo C/N
MA-B C1 60 2,28+ 0,08 0,17+ 0,00 12,7+ 0,56
MA-B C1 30 2,22+ 0,05 0,16+ 0,00 13,2+ 0,51
MA-B C2 60 2,14+ 0,19 0,15+ 0,01 14,6+ 0,90
MA-B C2 30 2,33+£0,02 0,19+ 0,02 11,9t 1,28
MA-B C3 60 2,53+ 0,07 0,21+0,01 11,8+ 0,39
MA-B C3 30 2,24+ 0,02 0,17+ 0,00 13,3+ 0,58
MA-C C1 60 3,25+ 0,31 0,25+ 0,00 13,1+ 1,36
MA-C C1 30 3,28+ 0,21 0,22+ 0,00 14,2+ 0,92
MA-C C2 60 3,07+ 0,06 0,25+ 0,03 12,3+ 1,51
MA-C C2 30 3,15+ 0,08 0,27+ 0,00 11,4+ 0,45
MA-C C3 60 3,20+ 0,27 0,26+ 0,01 12,0+ 0,50
MA-C C3 30 3,61+ 0,07 0,24+ 0,02 14,8+ 1,47
CEC C1 60 0,58+ 0,03 0,07+ 0,00 7,7 0,27
CEC C1 30 0,56+ 0,03 0,06+ 0,00 8,8+ 0,34
CEC C2 60 0,57+ 0,00 0,07+ 0,00 8,0+ 0,69
CEC C2 30 0,57+ 0,01 0,06+ 0,01 9,0+ 1,64
CEC C3 60 0,57+ 0,03 0,07+ 0,01 8,3+ 1,29
CEC C3 30 0,52+ 0,01 0,08+ 0,00 6,5+ 0,50
CAM C1 60 1,38+ 0,06 0,13+ 0,00 10,3+ 0,13
CAM C1 30 1,31+ 0,02 0,12+0,00 10,5+ 0,61
CAM C2 60 1,25+0,08 0,13+ 0,00 8,9+ 0,92
CAM C2 30 1,26+0,02 0,14+ 0,00 8,5+ 0,04
CAM C3 60 1,31+ 0,01 0,13+ 0,00 9,5+ 0,21
CAM C3 30 1,25+ 0,07 0,13+ 0,00 9,3+ 0,52

2.3.4 Extracdo de DNA metagendmico do solo

Para extracdo do DNA total do solo, utilizou-se o kit comercial Power Soil™
DNA Extraction Kit (MoBio, Laboratories, EUA), seguindo o protocolo fornecido pelo
fabricante a partir de 0,25 g de solo. Para verificar a integridade e quantidade do
DNA extraido, uma aliquota de 5 pL de DNA e 5 pL de GelRed (Biotium) + LB
(loading buffer) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v), sendo
visivel as bandas quando expostas a luz ultravioleta. O DNA restante foi

armazenado no freezer (-80 °C) para as etapas posteriores.

2.3.5 Construcéo da biblioteca de amplicons do gene 16S rRNA de Bactéria
Para realizar o sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA das
amostras, utilizou-se o forward primer A-967F (SOGIN, 2006) e sequencias de
barcodes a extremidade 5’ dos iniciadores (Tabela 4). O reverse primer (WANG,
2009) foi o mesmo utilizado em todas as bibliotecas. As reagcdes de PCR
(Polimerase Chain Reaction) foram amplificadas segundo protocolo de Sogin (2006)
para um volume de 25 pL, agua ultrapura (Millig), 2,50 pL de Buffer 10 x, 2,50 mM
de MgCI2 0,50 mM de dNTP’s, 0,25 pmol/pl de reverse primer e 0,50 u/pL da Taq
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DNA polimerase, para o Mix, ap0s serdo adicionados 0,25 pmol/pL de barcode e
0,50 pL do DNA das amostras. A reacao foi realizada em termociclador 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems), programado para o ciclo de 94 °C por 5
minutos (desnaturacdo), seguido de 30 ciclos de 94 °C/ 30 segundos
(desnaturacdo); 55 °C/ 30 segundos (anelamento); 72 °C/ 1minuto e 30 segundos
(extensdo), por fim a extensdo final a 72 °C/ 5 minutos. Apés a amplificacdo, a
reacdo foi submetida a gel de agarose 1 %. Ap6s a quantificacdo as amostras foram
purificadas no E-Gel® SizeSelect™ 2% Agarose Gel (Life Technologies), utilizando
como referencia o marcador 100 bp (pares de bases) DNA Ladder (100 a 1000 pb).
Inicialmente foi feito um mix de 5 pL de cada amostra de DNA (Mata Atlantica, mix
L1 e Caatinga, mix L2), e destas, 20 pL foram depositadas nos poc¢os do E-Gel e ao
final os mesmos 20 pL (amostra e agua) foram coletados no tamanho entre 200/300
pb. Em seguida, a purificacdo em barra magnética foi realizada adicionando 150 pL
de AgencourtEGlAMPure"® XP Reagent em cada amostra coletada , seguida da adicao
de etanol 70 % e 30 pL de Low TE, seguindo o protocolo lon Xpress™Plus gDNA

Fragment Library Preparation User Guide.

Tabela 4 - Sequéncias dos primers e barcodes utilizados para amplificar a regido 16S rRNA do
dominio Bacteria

Primer Sequéncia Sentido
A-967F CAACGCGAAGAACCTTACC forward

Re\*erseprimer CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATCGTCRTCCCCRCCTTCC reverse
Barcode

GATCT,; ATCAG, ACACT; AGCTA; CACAC; ACAGA; AGATG, CACTG, CAGAG,
CGCAG, CTGTQ GTGAG, TCATG. AGCAT,; CAGCT,; CATGT; CTGAT,; CTGCA;
GATGA,; TACGC,; ACTGC,; GTCAC, CGTAC, TGCGT, CGACG, CTACT; TGACT;
1a72 GACAG, ATGCT, TCGTC, TATAC,; ACGAC, TGTAG, TCGAG. TAGTO, CGAGP. forward
ATACG ACTCG, TCTGT,; TCGCT, TACAT,; GACGT, CTCGT,; CGTCT, TACTA;
ACTAT,; AGTGT, ATAGT, ACGCA; ACGCA; ATATA; ATCGA,; CAGTA; CGCGA;
CTCTA; GTAGA; GTGTA,; TAGCA; TCACA; TGATA; TGTCA; ACATC; AGAGC;

ATGTC,; CGCTC,; CTAGC,; GACTC; GAGAC; GCTAC,; GTATC,; TGCAC, TGTGC

2.3.6 Quantificacédo e purificagcdo do produto de PCR

Para os procedimentos seguintes foram utilizados as amostras de DNA obtida
a partir da técnica de PCR (item 5.5). A quantificacdo foi realizada no aparelho
Qubit& 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Life Technologies), para obter a quantidade de 1
pL de DNA na concentracdo pg/pL. Os amplicons foram misturados de maneira

equimolar.
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2.3.7 Avaliacdo da comunidade microbiana por meio do sequenciamento

0 sequenciamento em larga escala foi realizado para estudar as
comunidades bacterianas do solo através do gene que codifica o rRNA 16S
ribossomal do dominio Bactéria. Para isso foi feito a reacdo de PCR, quantificacdo e
purificacdo das amostras (itens 5.5; 5.6). O sequenciamento foi realizado através do
equipamento lon torrent (Life Technologies), onde as amostras foram submetidas ao
lon OneTouch 2, seguindo o protocolo lon PGM™ Template OT2 400 Kit
disponibilizado pela Life Technologies. Apds estas etapas, foi realizado o
sequenciamento dos fragmentos das bibliotecas de amplicons nos chips lon 316™
por meio do kit lon PGM™ 400 sequencing kit em equipamento PGM lon Torrent

para o sequenciamento.

2.3.8 Analise das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas do sequenciador PGM lon Torrent foram
posteriormente limpas utilizando o software QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology), seguindo o protocolo 454 Overview Tutoriais, onde as amostras
serdo agrupadas em OTUs (Operational Taxonomic Unit), em nivel de similaridade
de 97 % a partir dos “barcodes”. Através de comandos especificos foram retiradas
os primers, sequéncias de cloroplastos, mitocéndria e singletons. As chimeras foram
identificadas por meio do software Mothur e retiradas em seguida pelo comando
filter_fasta.py por meio do QIIME, resultando em sequéncias de 200 a 230 pb. Para
cada OTU gerada, foram separadas sequéncias representativas de cada e feita as
analises taxondmicas baseada nessas sequéncias, utilizando o método Uclust e o
banco de dados do Greengenes. Foi gerado uma tabela de OTUs a partir do
comando make_otu_table.py e a arvore filogenética a partir do comando rep_set.tre.

Os graficos de barras para classificacdo taxonémica foram gerados a partir do
comando summarize_taxa_through_plots.py, sendo os dados utilizados em nivel de
filo e classe no presente trabalho. As andlise de a e /3 diversidade e comparacdes
entre as bibliotecas serdo realizadas pelos softwares Mothur (SCHLOSS et al., 2009)
e Qiime (CAPORASO et al., 2010). As andlises de abundancia relativa foram
realizadas com os grupos taxondmicos acima de 1 %. Foram calculados os indices
de alfa diversidade (PD e Shannon) e analises de beta diversidade (indices de

similaridade Bray-Curts e distancia UmFrac).
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2.3.9 Atividade enzimética
2.3.9.1 Atividade da fosfatase acida e alcalina

A atividade da fosfatase &cida foi avaliada pela metodologia proposta por
Eivazi e Tabatabai (1969). O substrato para determinacdo da atividade da enzima
fosfatase é o p-nitrofenil fosfato (PNP 0,05M). Pesou-se 1 g de solo em frascos de
vidro de 50 mL e foram adicionado 4 mL de MUB pH 6.5 (para fosfatase acida); pH
11 (fosfatase alcalina) e 1 mL da solugcdo PNP em seguida, incubando em banho-
maria a 37 °C por 1 hora. Ap6s 1 hora, para interromper a atividade da enzima,
adicionou-se 1 mL de cloreto de calcio (CaCl2) (0.5M) e 4 mL de hidroxido de sédio
(NaOH) (0.5M). Em seguida, filtrou-se a suspensdo de solo em papel filtro Whatman
n° 2. Para o controle foi realizado os passos anteriores, porém a adicdo do PNP foi
apo6s a incubacédo. A leitura foi feita em espectofotbmetro a 420 nm (nanémetro) e a
guantidade de p-nitrofenol foi determinada através da curva padrao de 0, 10, 20, 30,
40 e 50 pg de p-nitrofenol. A curva foi obtida diluindo 1 mL da solugdo padrao de p-
nitrofenol em 100 mL de agua destilada. Em seguida, foram pipetadas aliquotas de
0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL e ajustado para 5 mL com agua. A atividade da enzima é

produzida por hora por grama de solo (pg p-nitrofenol g"1de solo seco h"l).

2.3.9.2 Atividade da arilsulfatase

A atividade da arilsulfatase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Tabatabai e Bremner (1970). O substrato para atividade da enzima
arilsulfatase € o p-nitrofenil sulfato (PNS). Utilizou-se 1 g de solo adicionado a
frascos de vidro de 50 mL junto a 4 mL de tampéo acetato e 1 mL da solugcdo PNS,

incubando a 37 °C por 1 hora. A leitura em espectofotdbmetro a 410 nm.

2.3.9.3 Atividade da desidrogenase

A atividade da desidrogenase foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Casida et al. (1964). O substrato para atividade da enzima
desidrogenase é o cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazol (TTC). Pesou-se 5 g de solo,
adicionando 5 mL da solugcdo de TCC. Para o controle ndo adicionou a solucdo de
TCC. Incubou-se os frascos a 37 °C por 24 horas e ap6s esse periodo foi adicionado
10 mL de metanol. A solugédo de solo foi centrifugada por 10 minutos a 3400 rpm
(rotacdo por minuto) e em seguida, a leitura foi feita a 485 nm. As concentracdes de

TPF (trifenil formazan) foram calculadas com auxilio de uma curva padrao com 0, 5,



10, 20, 30 e 40 jjg ml-1 de TPF. Os resultados foram expressos em pg TPF g lde

solo seco 24h'l

2.3.9.4 Atividade da celulase e amilase

A atividade da celulase e amilase foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Schinner; Mersi, 1990. O substrato para a atividade da
enzima celulase é o0 CMC (Carboximetil celulose sddico) e para a enzima amilase é
0 amido. Foram feitas pesagens de 5 g de solo, adicionando 15 ml_ dos substratos
acima de acordo com a enzima. Para a celulase, os frascos foram incubados a 50 °C
e para amilase 37 °C por 24 horas. ApOs esse periodo as amostras foram
centrifugadas e retirada 1 mL do sobrenadante, diluindo-o em 20 mL de &agua
destilada. Em seguida 1 mL deste, foi transferido para tubo de ensaio e adicionado 1
mL do reagente A, 1 mL do reagente B e mantido em banho fervente por 15 minutos.
Apo6s esfriar, 5 mL do reagente C foi adicionado e a amostra ficou em repouso por 60
minutos até fazer a leitura a 690 nm. Para o controle a adicdo do CMC e do amido
foi feita apds a incubacdo em banho-maria por 24 horas. A curva padrdo foi
calculada a partir de 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 e 1.0 mL de glicose
monohidratada. Os célculos das atividades enzimaticas se deram a partir da
equacéao:

(C*v*f)/ (sw*dwt), onde:

C= concentracao de glicose;

v= volume da suspensao teste (30 mL);
f= fator de diluicdo (20 mL);

sw= peso do solo umido (5 g);

dwt= peso de 1 g de solo umido.

Os resultados foram expressos em pg g'ldwt 24h"1

2.3.9.5 Atividade da urease

A atividade da urease foi determinada através do método descrito por Tabatai
e Bremner (1972). Foram pesados 5 g de solo em frascos de 100 mL e adicionaram-
se 9 mL de tampédo TRIS 50 mM e 1 mL de solugcdo com uréia (200 mM), sendo
incubados por 2 h a 37 °C. Apd6s esse periodo foram adicionados 35 mL de cloreto

de potassio com sulfato de prata (KCI -Ag2504) para que a reacdo fosse



35

interrompida deixando os frascos por 5 minutos a temperatura ambiente,
completando posteriormente para 40 mL de KCI -Ag2S04. Para estimativa da
amoénia liberada, foram pipetados 20 mL da suspensdo de solo em um frasco de
destilacdo contendo 0,2 g MgO, determinando o N-NH4+ liberado pelo vapor da
destilacdo através da titulacdo com H2S04 (0.005 mol L'l). Para cada triplicata das
amostras foi feita uma amostra controle, sendo que a uréia foi adicionada apés a
solucdo de KCI -Ag2S04. A determinacdo da atividade da urease foi dada através da
equacdo: ((V,-Vb) *50*70*FQ * (PSS*20)'1, onde:

Vit= volume da titulacdo do destilado

Vb= volume da titulacdo do branco

Fc= fator de correlacdo obtido pela titulacdo da solucdo de H2S504

50= volume total da suspenséo

20= volume da suspensdao utilizado para destilacdo

70= 1 mL de H2S04¢é equivalente a 70 pg NH4N

PSS= peso de solo seco (PS-PU)

Os resultados foram expressos em ug N-NH4g"lde solo seco h"1

2.3.9.6 Atividade da fitase

A atividade da fitase foi determinada através do método descrito por Ames
(1966) e Chen et al. (2006). Pesou-se 0,1 g de solo em frascos de 50 mL e foram
adicionados 5 mL solugao de acetato de sddio (0.2M) contendo fitato de sddio (1M).
As amostras foram incubadas por 1h a 37 °C. Apds esse periodo, 0,5 mL de acido
tricloroacético (10 %) foram adicionados para parar a reacdo e centrifugadas por 5
minutos a 10000 rpm. Transferiu-se 100 pL do sobrenadante e acrescentou 1 mL de
agua destilada e 0,4 do reagente de molibdato. As amostras ficaram em repouso em
temperatura ambiente por 10 minutos, para a leitura em espectrofotdbmetro a 420 nm.
Para o controle foi adicionado fitato de sddio apds a adigcao de acido tricloroacético.
A curva padrédo foi calculada a partir de 0, 0.4, 0.5, 0.6, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 e
2.0 mg/mL de fosfato de potassio. Os resultados foram expressos em ug fitato g"1de

solo seco h'l

2.3.9.7 Analises estatisticas
Para avaliar as diferencas entre os pardmetros microbiol6gicos dos sitios e

tratamentos foram realizadas Analise de Variancia (ANOVA), e os testes de medida
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LSD (p<0.05) e Tukey (p<0.05) e o teste de correlacdo de Pearson para verificar a
relacdo entre as OTUs e as atividades enziméticas. Utilizou-se para as analises

estatisticas o aplicativo estatistico SAS 9.2 (SAS INSTITUTE, 1999).

2.4 Resultados e Discusséo
2.4.1 Analise da riqueza e diversidade das comunidades bacterianas

A partir dos dados das comunidades bacterianas gerados pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA, estimou-se o valor maximo do numero de
sequéncias a partir da curva de rarefacdo. Assim, a riqueza da comunidade
bacteriana foi verificada por meio de tal método ao nivel de 97 % de similaridade.
Também foram calculados os indices de alfa diversidade PD (phylogenetic diversity)
e o indice de Shannon (H’). Os valores referentes aos indices para cada tratamento
foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), e as médias foram comparadas
pelo teste LSD (p<0,05).

Os dados se equipararam em numero de espécies resultando uma curva de
rarefacdo ascendente para todas as bibliotecas, ndo atingindo o platd (Figura 3).
Assim, os resultados indicam que o sequenciamento do gene 16S rRNA das
amostras de solo, ndo amostrou completamente a riqueza de espécies, mas sim de
forma semelhante e portanto foram comparadas. Tais curvas indicam, ainda, que é
provavel que a riqueza do bioma Caatinga seja maior que o de Mata Atlantica, por

meio do total de sequéncias obtidas.

observed species: Sitio

Figura 3 - Curva de rarefacdo gerada do gene 16S rRNA das bibliotecas dos sitios Bertioga,
Cananéia, Petrolina e Mandacaru
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0 indice para calcular a alfa diversidade PD é uma medida quantitativa da
diversidade filogenética, baseado nos ramos da arvore filogenética (FAITH, 1992).
Ja o indice de Shannon considera a abundancia relativa dos grupos dominantes
para cada tratamento. Os célculos resultam que quanto maior for o valor dos indices,
maior € a diversidade da comunidade amostrada.

Os valores obtidos nos dois indices revelaram uma queda da diversidade
bacteriana ao longo dos trés ciclos de secagem-umedecimento (Figura 4). A partir do
primeiro ciclo (C1.30), observou-se queda na diversidade bacteriana nos solos da
Mata Atlantica, e no ciclo 2 (C2 60) uma diminuicdo na diversidade nos solos da
Caatinga. Apenas a diversidade da comunidade de Bertioga mostrou um aumento
no terceiro ciclo. Esses resultados indicam que a comunidade bacteriana dos sitios
amostrados é sensivel as mudancas de umidade ao longo do periodo de exposicéao.

A diversidade em um sistema biolégico se baseia na rigueza e abundéancia
dos organismos presentes em um ambiente. A riqgueza representa o numero de
espécies diferentes, enquanto a abundancia diz respeito a sua distribuicdo (MELO,
2008). Pacchioni et al. (2014), que observaram uma maior riqueza bacteriana no
solo da Caatinga em relacdo ao solo da Mata Atlantica Essa diferenca na densidade
populacional pode estar associada com caracteristicas do solo, tais como o efeito da
umidade e porosidade, proposto por Carson et al. (2010) ao estudarem a hipdGtese
se o0 teor da agua altera a comunidade bacteriana do solo. Concluiram que o
potencial hidrico afeta a riqueza das comunidades, uma vez que a baixa
concentragdo de Agua aumentou a riqueza bacteriana, em contrapartida, com
aumento de agua, observaram um decréscimo na riqueza de tal comunidade. Fierer
et al (2003), mostraram que a resposta da comunidade bacteriana pode estar
relacionada com as adaptacbes ao estresse hidrico ao longo do tempo. Esses
autores estudaram o efeito de ciclos de secagem-umedecimento nas comunidades
bacterianas de dois solos distintos, e observaram uma reducdo na riqueza com o
aumento dos ciclos. Porém quando compararam a diversidade das comunidades,
ndo foram verificadas mudancgas significativas.

Barnard et al. (2013), mostraram que as comunidades microbianas
apresentaram resiliéncia e sdo capazes de se adaptar as mudancas ambientais.
Esses autores encontraram que em solos com ocorréncia de mudangas sazonais, as

comunidades bacterianas mudam significativamente quando expostas a seca, em
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seguida, retorna a composicdo pré-seca. O mesmo foi observado quando exposta a
alta umidade.

Frossad et al. (2015), analisaram as comunidades bacteriana de solos do
Deserto do Namib, quando submetidas a eventos de umedecimento. Eles
observaram queda na diversidade bacteriana em solos mais Umidos. Concluiram
que as comunidades alteram com a intensidade de umidade, ou seja, com a
guantidade de &gua, ao invés da frequéncia de molhagem durante o periodo do
experimento.

Entretanto, Kavamura et al. (2013) estudaram a comunidade bacteriana da
rizosfera de plantas tipicas da Caatinga, em duas esta¢des distintas (chuva e seca)
e relataram uma maior rigueza bacteriana no periodo de chuva. Concluiram que
como essa comunidade € resistente aos eventos de chuva/seca, existe uma certa

selecdo de micro-organismos com mecanismos de tolerancia eficazes.
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Figura 4 - Valores de diversidade, determinada pelo indice de PD (A) e Shannon (B) nos diferentes
tratamentos dos sitios amostrados. O eixo X mostra os tratamentos, atribuidos aos sitios
Bertioga (MAB), Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos
trés ciclos sazonais e umidade O eixo Y indica os valores dos indices de diversidade e o
desvio padrdo. * p< 0,05

Os dados das comunidades bacterianas dos sitios amostrados comparados a
partir da analise de coordenadas principais (PCoA), gerados pelo software QIIME,
em que a beta-diversidade foi essencial para o agrupamento dos tratamentos (Figura
5). Com a analise obteve uma explicacdo de 40,0 % do total da variancia amostrada
dos sitios. Sendo que 20,0 %, 16,0 % e 4,0 % explicando na PC 1, 2 e 3
respectivamente. E importante notar essa porcentagem de variacdo indicada nos

eixos, uma vez que o eixo vertical representa uma menor porcentagem do que 0 €ixo
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horizontal. Com o gréfico obtido é possivel observar que houve diferenca entre os
pontos de coleta, onde as estrutura da comunidade bacteriana nos tratamentos de
Mata Atlantica mostraram uma maior aproximacdo, em vista que 0s pontos
amostrados na Caatinga foram observados uma maior dissimilaridade nas

comunidades bacterianas.

Figura 5 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) dos perfis das comunidades bacteriana dos
tratamentos referentes ao quatro sitios amostrados. Bertioga (vermelho); Cananéia
(Laranja); Petrolina (azul) e Mandacaru (verde)

No entanto, a analise mostrou que as comunidades bacterianas separam-se,
com sobreposicdo, o0 que significa que a comunidade se distingue, mas
compartilham de alguns grupos nos diferentes tratamentos.

O indice de similaridade para analise de beta-diversidade utilizado foi o Bray-
Curtis e também, a distancia UniFrac, os valores encontrados para cada tratamento
foram submetidos & analise de variancia (ANOVA) (p<0,05), e as médias foram
comparadas pelo teste LSD. Essas duas andlises permitiram a comparacgao entre a
estrutura das comunidades bacterianas associadas aos tratamentos (Figura 6). Os
valores calculados para Bray-Curtis, vao de 0 a 1, em que quanto mais préximo de
zero, mais similar é a estrutura da comunidade. Contudo, quanto mais préximo de
um, a comunidade se mostra dissimilar. Ambas as andlise feitas indicam que ha uma
diferenca significativa entre as estruturas das comunidades bacterianas nos
tratamentos de Cananéia, Petrolina e Mandacaru. Resultados semelhantes foram
observados no indice de similaridade Bray-Curtis e pela distancia UniFrac. Para

Bertioga variou de 0,41 a 0,49 e 0,53 a 0,62 (p<0,05); Cananéia de 0,35 a 0,48 e
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0,54 a 0,57 (p<0,05); Petrolina de 0,34 a 0,42 e 53 a 0,57 (p<0,05) e Mandacaru de
0,38 a 0,77 e 0,54 a 0,66 (p<0,05) para o indice Bray-Curtis e distancia UniFrac,
respectivamente.

O indice de Bray-Curtis ndo considera que um mesmo grupo esteja presente
em todas as amostras, mas € influenciado pelos grupos dominantes presentes na
mesma (PINTO-COELHO, 2007). Ja a distancia UniFrac é baseada nos ramos da
arvore filogenética compartilhada entre duas ou mais comunidades, resultando em
ramos mais proximos, comunidades mais similares (SCHLOSS; HANDELSMAN,
2005). Portanto, o solo de Bertioga apresentou comunidades mais similares em seus
tratamentos, enquanto as amostras provenientes de Mandacaru apresentaram a

maior distancia de dissimilaridade, colaborando com o grafico da PCoA.
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Figura 6 - Valores de beta-diversidade, determinada pelo indice Bray-Curtis (A) e distancia UniFrac
(B) nos diferentes tratamentos dos sitios amostrados. O eixo X mostra os tratamentos,
atribuidos aos sitios Bertioga (MAB), Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacarus
(CAM) atribuidos aos trés ciclos sazonais e umidade. O eixo Y indica os valores dos
indices de diversidade e o desvio padrdo. *, p< 0,05

2.4.2 Andalise da comunidade bacteriana a partir do sequenciamento do gene
16SrRNA

Com o intuito de conhecer sobre os grupos taxonémicos envolvidos nos ciclos
de secagem-umedecimento e relaciona-los com as atividades enzimaticas foi feito o
sequenciamento por lon Torrent. Foram acessadas 56.160 sequéncias, tamanho de
200-230 pb (pares de base) da regido V6 do gene 16S rRNA. Essas sequéncias
foram agrupadas em OTUs, com similaridade de pelo menos 97 % Deste total, 14,4

% foram n&o classificadas.
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As OTUs pertencentes ao Dominio Bactéria, enquadraram-se em 23 filos,
sendo que destes, sete apresentaram abundéancia relativa maior que 1% para a
maioria dos tratamentos. Os solos coletados na Mata Atlantica resultaram em 19.098
OTUs para o sitio Bertioga e 17.805 para Cananéia. Para os sitios provenientes da
Caatinga, os solos de Petrolina apresentaram 24.701 OTUs e Mandacaru, 18.996.

Os filos Proteobacteria, Acidobacteria e Verrucomicrobia, com 39,6 %, 34,2 %
e 2,1 %, respectivamente foram mais abundantes nos solos de Mata Atlantica. Ja
Actinobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes e Firmicutes, com 35,8 %, 15,8 %,
3,6 % e 2,0 % foram os filos predominantes da comunidade encontrada nos sitios da
Caatinga (Figura 7). Aqueles membros pertencentes aos filos raros (<1%)
compreenderam 18,0 %, 14,2 %, 15,3 % e 21,7 % das sequéncias resultantes dos
solos de Bertioga, Cananéia, Petrolina e Mandacaru, respectivamente.

Embora o objetivo principal do trabalho fosse determinar os efeitos dos ciclos
de umidade sobre a comunidade bacteriana, também avaliamos a diferenca na
composicdo taxondmica da comunidade dos dois biomas a fim de entender como a
comunidade por ser afetada pelo estresse hidrico.

Existem relatos similares na literatura quanto a composi¢cdo das comunidades
bacterianas em solos da Caatinga e da Mata Atlantica. Recentemente, Pacchioni et
al. (2014) observou os filos Proteobacteria e Acidobacteria com maior frequéncia nos
solos da Mata Atlantica, e Actinobacteria e Bacteriodetes no da Caatinga. Faoro et
al. (2010) ao estudar a diversidade de bactérias em solos da Mata Atlantica,
encontrou como o0S grupos mais abundantes Acidobacteria, seguido de
Proteobacteria, Gemmatimonadetes e Firmicutes. No mesmo ano, Bruce et al.
(2010), analisando a comunidade bacteriana revelaram que os filos mais presentes
no solo da Mata Atlantica foram Acidobacteria, Proteobacteria e Verrucomicrobia.

Os resultados encontrados referentes a Caatinga sédo reafirmados com
estudos desenvolvidos anteriormente. Taketani et al. (2014) relataram a abundéancia
dos filos Actinobacteria e Protobacteria, em amostras de solo da rizosfera. Assim
como Ferreira (2014) ao analisar o solo de trés plantas de Petrolina, encontrou a

maior porcentagem de Actinobacteria, seguido de Proteobacteria e Firmicutes.



42

= WPS

Verricumicrobia
Proteobacteria
Gemmatimonadetes
OoD1
Firmicutes
Chloroflexi
AD3

Bacteriodetes

m\errumicrobia Chlamydiae
- = Actinobacteria
* Proteobacteria
m Acidobacteria
mGemmatimonadetes
I ©
mFimicutes uoO 066 gl 5
%8 g8 8 &6
«Chloroflexi
mActinobacteria
Acidobacteria = Nitrospirae
i m Gemmatimonadetes
-UnaSSIQned m Actinobacteria
pe
= AD3
aYo
g m Chloroflexi
% N
& m Verrucomicrobia
a% m Planctomycetes
0% m Proteobacteria
20% m Firmicutes
10% H Acidobacteria

Figura 7 - Filos com abundancia relativa acima de 1 % (maioria das amostras) para as médias obtidas
nos tratamentos Bertioga (MAB), Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM).
(A) filos a partir dos sitios amostrados; (B) filos abundantes ao efeito dos ciclos sazonais;
(C) filos referentes ao efeito de umidade

A fim de discriminar a presenca ou auséncia de OTUs quando dispostos ao
efeito dos ciclos de umidade, a partir da analise de correlacdo de Pearson, aquelas
gue apresentaram valores estatisticamente significativos p< 0,05 foram relacionadas
ao efeito do ciclo de umidade e da umidade (Figura 7).

Quando analisados os efeitos da umidade sobre os grupos taxondmicos nos
solos de Bertioga, o filo Acidobacteria apresentou um aumento na abundancia
relativa quando expostos a umidade relativa de 30 %, em contrapartida, o filo
Proteobacteria apresentou uma diminuicdo na abundéancia relativa quando exposto a
mesma umidade. Jad em Cananéia observou-se maior porcentagem do filo
Chloroflexi e Planctomycetes a 30 % de umidade. Assim como este também
predominou nos solos de Petrolina, junto ao filo Actinobacteria que apresentou uma
gueda quando exposto a umidade do solo. Em Mandacaru foi inferido os filos

Proteobacteria e Acidobacteria (Figura 7).
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O teor de umidade do solo pode resultar em consequéncias nas atividades da
comunidade microbiana. Quando ha ocorréncia de chuvas, o alto teor de umidade
tende a diminuir as taxas de decomposicdo da matéria organica, em resposta do
baixo suprimento de oxigénio. Por sua vez, quando hd um baixo teor de umidade, a
atividade microbiana tende a diminuir por conta da reducdo de substratos solluveis e
mobilidade microbiana. Essas mudancas no teor de umidade podem acarretar uma
modificacdo da comunidade microbiana do solo, sugerindo que a umidade do solo
pode influenciar os padrdes de diversidade (ZHOU et al., 2002).

Os estudos voltados para o conhecimento da microbiota da Mata Atlantica
mostram a presenca do filo Acidobacteria, com dominancia em todos os trabalhos
citados. Acredita-se que esse grupo tenha um papel importante para a ciclagem de
nutrientes no solo (LEE et al, 2008). O mesmo tem se encontrado com maior
abundéancia em solos com pH acido (SAIT et al., 2006). Integrantes desse filo tém o
potencial de resisténcia a dessecacdo e ainda estdo envolvidos na producédo de
biofime (WARD et al.,, 2009). O solo da Mata Atlantica é sempre uUmido, e
geralmente apresenta pH acido (SILVA et al.,, 2007), corroborando com os das
amostras de Bertioga (pH 4.3; M.0.22 g dm'3) e Cananéia (pH 4.2; M.O. 55 g.dm'3),
0 que sugere a presenca desse grupo, associado ao pH, a umidade e a presenca de
matéria organica, favorecendo os grupos de micro-organismos decompaositores.

Da mesma forma, considerando a presenc¢a do grupo Actinobacteria nos solos
onde a disponibilidade de &gua ¢é menor, esse filo apresenta-se sendo
frequentemente isolado em ambientes aridos e semiaridos (NIE et al.,, 2012), além
de relatos de resisténcia a radiacdo ultravioleta (UV) (GTARI et al.,, 2012) e
sobreviver a temperatura proxima a 80 °C (JAOUANI et al.,, 2012). Os esporos do
género Streptomyces sao capazes de germinar em condicbes ambientais de baixa
umidade (ZVYAGINTSEYV et al., 2007).

O filo Proteobacteria é descrito como o mais abundante em diversos
ambientes (SAIT; JANSSEN, 2006). Possuem grande diversidade morfologica,
fisiolégica e metabdlica. Além da grande importancia de representantes desse grupo
nos ciclos do C, N e S. A maioria dos seus representantes € mesoéfila, mas existem
termofilos e psicréfilos. Metabolicamente encontram-se 0s quimiorganotroficos,
guimiolitotréficos e fototréficos (KERSTERS et al., 2006; WOESE, 1990; SPAIN et
al., 2009). Dentre as classes desse filo estdo Alphaproteobacteria,

Betaproteobacteria, Gammaproteobacteia e Deltaproteobacteria
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A abundancia dos filos Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi,
Actinobacteria e Planctomycetes foram claramente alteradas pelo efeito da umidade
0 que levou a alteracdo na abundéancia relativa desses grupos. As mudancas na
umidade relativa do solo sdo estressantes para 0S micro-organismos, que por sua
vez, precisam aumentar seu metabolismo para responder a essas alteracdes
(PEDRAZ, 2015). Os padrbes de disponibilidade de agua provavelmente podem
selecionar os micro-organismos indigenas com estratégias fisiolégicas que os
tornam tolerantes a falta ou excesso da disponibilidade de &gua no solo (STARK;
FIRESTONE, 1995; BARNARD, 2013).

Em condi¢cbes de seca, quando ha adicdo de agua, 0s grupos microbianos
presentes no solo sofrem o efeito da mudanca sazonal (PLACELLA et al., 2012).
Tais autores estudaram o comportamento da comunidade bacteriana em solos da
Califérnia, EUA e observaram que alguns grupos retomaram suas atividades em um
tempo mais curto, como o filo Actinobacteria e Firmicutes (entre 1 a 24 horas), e o
filo Proteobacteria, por exemplo, responderam em um periodo de 24 a 72 horas ap0s
0 aumento na disponibilidade de agua. Segundo Alam et al (2011) o filo
Actinobacteria é capaz de sintetizar proteinas mais rapida quando comparado aos
demais filos, podendo atribuir esse a um dos motivos de sua rapida resposta.

Barnard et al. (2015), relataram que em solos de ambientes secos, quando
submetidos ao periodo de alta umidade a comunidade bacteriana presente se altera.
Observaram que a abundéancia do filo Acidobacteria aumenta com a adi¢cdo de agua
e do filo Actinobacteria diminui. Segundo os autores, isso se deve ao fato de alguns
grupos bacterianos possuirem uma resposta metabdlica mais rapida para se adaptar
as mudancas ambientais.

De acordo com os dados observados nesse e em outros estudos,
Actinobacteria, Acidobacteria e Proteobacteria sao filos que sempre estdo presentes
guando se observam o impacto das alteracbes de umidade no solo, e que
apresentam mecanismos capazes de se adaptar a periodos de seca e umidade.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos para compreender tais mecanismos pelo
gual esses filos estdo presentes nos solos diante a essas mudancas no ambiente.

Analisando-se os quatorze filos (Figura 7) mais presentes nos quatro sitios
estudados, cinco apresentaram classes com abundéncia relativa acima de 1 %
(Figura 8). O filo Acidobacteria foi representado por cinco classes, em que nos solos

da Mata Atlantica, encontram-se Acidobacteria (14,0 e 15, 2 %,) e Solibacteres (7,8
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e 5,5 %) para Bertioga e Cananéia, respectivamente. Para os sitios da Caatinga, as
classes Solibacteres e Acidobacteria (3,9 e 2,4 %, para Petrolina), Acidobacteria-6,
Chloracidobacteria e Solibacteres (6,6; 4,1, e 1,1 % para Mandacaru). O Filo
Actinobacteria, quatro classes foram predominantes para todos o0s locais
amostrados, com excecado da classe Rubrobacteria (1,1 e 18 %), presente apenas
nos solos da Caatinga. As classes Actinobacteria (16,3; 159; 54 e 4,9 %),
Thermoleophilia (0,6; 0,6; 12 e 4,9 %) e Acidimicrobiia (0,7; 0,5; 1,0 e 1,5 %) foram
representadas para 0s quatro sitios amostrados, respectivamente. .As classes
Anaerolineae e Ktedonobacteria (filo Chloroflexi) foram as mais abundantes nas
amostras de Mata Atlantica. O sitio de Mandacaru apresentou trés classes com
abundancia acima de 1 %, TK10 (1,5 %); Chloroflexi (2,0 %) e Anaerolineae (3,0 %).
Comparando-se o filo Proteobacteria, quatro classes foram predominantes nos solos
dos dois biomas. Sendo as classes Alphaproteobacteria (11,7; 19,0; 59 e 7,1 %) e
Betaproteobacteria (11,1; 10,1; 1,7 e 55 %) mais abundantes nos solos da Mata
Atlantica. Além das classes Gammaproteobacteria (12,0; 10,7; 11,0 e 3,9 %) e

Deltaproteobacteria (4,5; 3,7; 1,5 e 7,4 %).
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Figura 8 - Classes com abundéancia relativa acima de 1 % (maioria das amostras) para as médias
obtidas nos tratamentos Bertioga (MB), Cananéia (MC), Petrolina (CEC) e Mandacaru
(CAM)
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O efeito da umidade ao longo dos ciclos de umidade selecionou grupos
taxondmicos semelhantes entre os solos da Mata Atlantica e entre os solos da
Caatinga (Figura 9). As analises taxonémicas das OTUs, com efeito significativo dos
ciclos de umidade relacionaram a estas classes como as principais presentes nos
solos da Mata Atlantica, Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria e
Betaproteobacteria, referentes ao filo Proteobacteria e a classe Acidobacteria, filo
Acidobacteria. Para os solos da Caatinga, as classes mais predominantes foram
Thermoleophilia, Chloracidobacteria, filo Firmicutes e Acidobacteria, do filo
Acidobacteria. Além das classes pertencentes ao filo Chloroflexi, sé&o
Ktedonobacteria e Anaerolineae. O filo Proteobacteria foi representado pelas classes

Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria
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Figura 9 - Classes com abundéncia relativa acima de 1 % para as médias obtidas nos tratamentos
Bertioga (MAB), Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM). (A) classes
abundantes ao efeito dos ciclos sazonais; (B) classes referentes ao efeito de umidade

A analise metagendmica indicou a partir dos grupos taxondmicos que
caracteristicas do ambiente desempenharam um papel importante na determinacéo
das comunidades microbianas. Portanto, as amostras de solo tendem a ser mais
semelhantes quando analisadas de ambientes com caracteristicas parecidas
(TRINGE et al, 2005.; JEFFRIES et al, 2011). Nos solos da Mata Atlantica a

cobertura vegetal e alta umidade podem ter selecionado a comunidade bacteriana,



47

assim como, as condicdes de estresse causadas por altas temperaturas, UV e seca

podem ter selecionado a comunidade da Caatinga.

2.4.3 Atividade enziméatica

A gqualidade do solo é definida como capacidade do solo em regular o fluxo de
agua e solutos, degradar e imobilizar compostos organicos e inorganicos e atuar na
ciclagem de nutrientes, além de manter a diversidade biologica (SEYBOLD et al.,
1998). Os micro-organismos sdo bioindicadores da qualidade do solo, a medida que
sua atividade biolégica é alterada por alguma resposta a mudancas que ocorrem no
ambiente (ARAUJO, 2007). A fim de entender o comportamento das atividades
enzimaticas nos solos dos quatro sitios amostrados quando expostas aos ciclos de
umidade, foram realizadas analises das atividades das seguintes enzimas:
desidrogenase, fosfatase acida e alcalina, arilsulfatase, celulase, amilase, fitase e
urease.

Neste estudo, os atributos microbiolégicos variaram de acordo com os sitios
analisados e no decorrer dos tratamentos para efeito do estresse hidrico.
Considerando as atividades da fosfatase &acida e alcalina, os valores diferiram
significativamente entre os solos da Mata Atlantica e da Caatinga (p<0,05). Em
relacdo ao efeito dos ciclos de umidade, observou-se uma oscilacdo entre os trés
ciclos (p<0,05) (Figura 10).

A atividade da fosfatase &cida apresentou uma correlacdo com a atividade
das enzimas arilsulfatase e urease e com o C e N totais. J4 a atividade da fosfatase
alcalina apresentou correlagdo positiva com a desidrogenase, arilsulfatase, amilase,
C e N totais e relacdo C/N (Tabela 5). As fosfatases sdo subdivididas em &cida e
alcalina referente ao pH de atividade maxima dessas enzimas (TABATABAI, 1982).
Sdo enzimas produzidas por micro-organismos, como bactérias e fungos e estédo
diretamente relacionadas com a degradacdo de compostos organicos no solo.
Assim, sofrem influéncia indireta do carbono e nitrogénio do solo, ao estimular a
atividade dos micro-organismos (SALAZAR et al.,, 2011). Criquet et al. (2004)
observaram uma correlagcdo negativa entre a atividade da fosfatase acida e a
mudanca na umidade relativa do solo e temperatura. Baldrian et al.(2008) relataram
gue a atividade das fosfatases acida e alcalina sdo sensiveis a altera¢cfes sazonais,

mostrando maior atividade no periodo de chuva.
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A atividade das enzimas foi influenciada pelos ciclos de secagem-
umedecimento, indicando que essas altera¢des influenciam na atividade microbiana
do solo. A entrada de &gua no solo pode interferir na decomposicdo da matéria
organica (BERG, 2000) e consequentemente, pode afetar a atividade das enzimas,
que sao indicadores da qualidade do solo, por apresentarem alta sensibilidade a
alteracbes no ambiente. Segundo Moreira e Siqueira (2006) a 4gua, em conjunto
com a temperatura, influencia na atividade enzimatica, contribuindo para a atividade
microbiana. Araldjo (2003) mostrou em seu estudo que o aumento da umidade e
nutrientes no solo no periodo do verdo favoreceu a atividade dos micro-organismos.
Segundo Moura et al. (2015) a sensibilidade da microbiota a mudancas do
microclima esté relacionada com a umidade do solo, sendo esse fator a causa das

variacfes observadas em seu trabalho na contagem de fungos e bactérias do solo.
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Figura 10 - Valores de atividade de fosfatase éacida (A) e fosfatase alcalina (B) nos diferentes
tratamentos Bertioga (MAB), Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM),
atribuidos aos trés ciclos sazonais e umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo
diferem entre si (Tukey p< 0,05)

A atividade da arilsulfatase separou significativamente os dois biomas, Mata
Atlantica e Caatinga (p<0,05). O efeito dos ciclos de umidade foi observado
principalmente nos solos da Mata Atlantica, onde o ciclo um diferiu dos demais ciclos
(Figura 11). Essa enzima é produzida por micro-organismos e plantas, responsavel
pela mineralizacdo do enxofre organico, e esta presente praticamente nos solos de
todas as regibes do mundo. A atividade da arilsulfatase é influenciada por fatores

ambientais como pH, umidade e temperatura. A atividade méaxima encontra-se entre
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20 °C e 40 °C e pela umidade relativa de 60 ou superior do solo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Neste sentido, caracteristicas fisiolégicas dos grupos microbianos
no solo da Mata Atlantica podem estar relacionadas com a maior atividade da
arilsulfatase em relacdo aos grupos microbianos encontrados no solo da Caatinga.
Alguns trabalhos mostram a sensibilidade sazonal da atividade da arilsulfatase em
diferentes solos, em que no pertodo /Ctrovoso a atividade é maior em relacdo ao
periodo de seca (NOGUEIR”; MELO, 2003;JbILVA et al., 2012).

A arilsulfatase apresentou coccélacdo positiva com a desidrogenase,
fosfatases, fitase, urease, C e N totais e relacdo C/N (Tabela 5). Segundo Nogueira
et al. (2003) a atividade da arilsulfatase tende a aumentar quanto maior o teor de
matéria organica na superficie do solo, devido esta fornecer o substrato da enzima,
que sao os ésteres de sulfato. Segundo Vong et al. (2004) a concentracdo de C e N
no solo correlaciona-se com a biomassa microbiana. Sendo assim, a atividade da
arilsulfatase é estimulada pela microbiota do solo a partir de maiores concentracdes

de N e C do solo.
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Figura 11 - Valores de atividade da arilsulfatase nos diferentes tratamentos Bertioga (MAB), Cananéia
(MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos trés ciclos sazonais e
umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p< 0,05)

Na analise da atividade da desidrogenase foi observada diferenca significativa

entre o solo de Mandacaru em relacdo aos outros trés sitios (p<0,05). Além da
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diferenca quanto aos trés ciclos, principalmente para Mandacaru (Figura 12). Todos
os ciclos de Mandacaru diferiram entre si, apresentando uma queda na atividade da
desidrogenase. A atividade da desidrogenase apresentou correlacdo positiva com a
fosfatase alcalina, arilsulfatase, amilase, urease, C e N totais e relacdo C/N, nos
solos da Caatinga (Tabela 5).

Esta enzima esta envolvida com a decomposicdo da matéria organica
refletindo a atividade oxidativa total da microbiota do solo. Também estd envolvida
na geracdo de energia, através da cadeia de transporte de elétrons (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

O aumento da atividade da desidrogenase tem sido relacionado com a
umidade do solo (QUILCHANO; MARANON, 2002). A taxa de infiltracdo de agua,
aeracdo e diminuicdo da porosidade podem estar relacionadas com a diminuicdo na
atividade da desidrogenase nos solos (TAN; CHANG; KABZEMS, 2008).
Vasconcellos (2012) relatou uma correlagdo negativa da umidade do solo e
microporosidade com a atividade da desidrogenase. O autor observou que durante o
verdo, ou chuvoso, a atividade dessa enzima diminuiu. Nos sitios da Caatinga, a

menor incidéncia de chuvas provavelmente favoreceu a atividade da desidrogenase.
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Figura 12 - Valores de atividade da desidrogenase nos diferentes tratamentos Bertioga (MAB),
Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos trés ciclos
sazonais e umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p<
0,05)
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As atividades da celulase e amilase mostraram diferengas significativas entre
os tratamentos nos sitios estudados (Figura 13). Os solos da Mata Atlantica
apresentaram baixa atividade enzimatica em relacdo aos solos da Caatinga. Essas
enzimas apresentaram correlacdo entre si (Tabela 5). Gréggio e Nahas (2007)
analisaram a atividade de amilase e celulase durante diferentes meses do ano e
observaram gue a maior taxa da atividade enzimatica se deu nos periodos em que a
incidéncia de chuva era menor. No verdo, o0s autores relataram queda na atividade
das enzimas, periodo que a ocorréncia de chuva foi maior.

A celulose é um polissacarideo bastante abundante na serrapilheira, portanto
as celulases sdo importantes na decomposicdo do material vegetal (STUSOVA et
al., 2012). Nos solos Umidos, os fungos sdo 0s micro-organismos celuloliticos
predominantes, ao passo que nos solos das regibes mais secas as bactérias sdo os
principais decompositores. A diversidade microbiana e a atividade metabdlica podem
interferir na atividade dessas enzimas (CUNHA-SANTINO; BIANCHINI Jr., 2007).

Os solos da Mata Atlantica em geral sdo extremamente Umidos, devido ao
estrato arboreo denso em que o solo recebe pouca luz (KINDEL; GARAY, 2002),
assim a umidade do solo provavelmente sofre poucas oscilacbes e
consequentemente, a microbiota encontra-se adaptada a essas condi¢cdes. Ao passo
que na Caatinga, os solos sdo extremamente secos, com ocorréncia de periodos
chuvosos definidos (SUDENE). Esse fato pode estar relacionado com a alta
atividade dessa enzima nos sitios da Caatinga. Quando ha ocorréncia de chuva, os
micro-organismos que estavam inativos sao favorecidos com respostas rapidas a

alta disponibilidade de dgua e surgem a partir da atividade dessas enzimas.
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Figura 13 - Valores das atividades de celulase e amilase nos diferentes tratamentos Bertioga (MAB),
Cananéia (MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos trés ciclos
sazonais e umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p<

0,05)

A atividade da urease apresentou diferenca significativa entre os sitios,
mostrando uma diferenca entre os dois solos da Caatinga (p20,05). Os solos de
Bertioga, Cananéia e Petrolina apresentaram um declinio apds os trés ciclos de
umidade. Entretanto, em Mandacaru, as taxas da atividade da urease foram
superiores ao final do terceiro ciclo (Figura 14). Foi observada uma correlacao
positiva da atividade da urease com a fosfatase acida, desidrogenase, arilsulfatase,
C e N totais e relacdo C/N (Tabela 5).

A urease pode ser produzida por plantas e micro-organismos (principalmente
bactérias) e esta diretamente relacionada ao ciclo do N, responsavel por hidrolisar a
uréia, liberando C02e amadnia no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Ciabotti (2013)
observou uma correlacdo negativa entre a atividade da urease com a umidade do
solo. O autor mostrou que a taxa na atividade da urease foi menor quanto maior foi o
teor de umidade do solo. Porém, esses dados ndo foram semelhantes aos
encontrados por Longo et al. (2005) que encontraram uma relacdo positiva entre a
atividade da enzima e o teor de umidade do solo, de tal forma que nas épocas de
alto teor de umidade a atividade da enzima urease foi maior.

A atividade da urease depende da umidade do solo (SOARES, 2011). Em
solos secos a taxa de hidrélise da ureia é baixa, a medida que a umidade se eleva

até alcancar 20 %, a hidrdlise da ureia é alta e pouco se altera (BREMNER et al.,
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1978). Além disso a elevacdo da temperatura e do pH do solo associados ao
contelddo de material orgadnico, aumenta a atividade dessa enzima (SANTANA,
2011). Sendo assim a atividade da urease provavelmente ndo sofreu tanta influencia
da sazonalidade e sim de outros fatores fisicos, quimicos ou biolégicos do solo.
Neste sentido varios fatores como temperatura, pH e umidade podem estar

associados a atividade dessa enzima no solo de Mandacaru.
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Figura 14 - Valores de atividade da urease nos diferentes tratamentos Bertioga (MAB), Cananéia
(MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos trés ciclos sazonais e
umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p< 0,05)

A atividade da fitase n&o apresentou diferenca significativa entre os biomas
Caatinga e Mata Atlantica. O ciclo um apresentou diferenca significativa em relacao
aos demais ciclos (Figura 15). A atividade da fitase mostrou correlagcdo positiva
apenas com a arilsulfatase.

O fésforo orgéanico representa cerca de 80 % do total de fésforo presentes no
solo, sendo que aproximadamente 50 % estdo na forma de fitato (HAYES et al,,
2000). Para esse ser utilizado pela planta é necessario que seja hidrolisado pela
enzima fitase (SILVA, 2012). Segundo o autor, a presenc¢a de micro-organismos com
atividade da enzima fitase extracelular eficiente pode ser muito baixo nos solos, uma
vez que em seu experimento ndo foram capazes de disponibilizar altas

concentracdes de fosforo inorgéanico.
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Figura 15 - Valores de atividade da fitase nos diferentes tratamentos Bertioga (MAB), Cananéia

(MAC), Petrolina (CEC) e Mandacaru (CAM), atribuidos aos trés ciclos sazonais e
umidade. Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si (Tukey p< 0,05)

Tabela 5 - Coeficiente de correlagdo entre os atributos microbiolégicos dos dois biomas estudados.

p<0,05
Desidrogenase Fosfatase acida Fosfatase atcalna Arilsu Ifatase Celulase Amilase Fitase Urease C N C*J
Mata Atlantica'Caatinga
Desrirogenase nt 0.7* -0.f 0.56 -055 rs = 050 -0.3e rs 0.44042 rs 055 -0,37/0.54 nr-0.55
Fosfatase acida -0*i9 ns na/O.M o m -0*3 OOC oat 3ei 05 0.«
Fosfalase alcalina rs 051 0»'0.04 TS 05 ntf 0.4« n* 0.®
Arisulfatase -051 rs 0.75.nr n*.0.55 ns 082 0.3e 0S* n* O**
Celulase na 056 ra -0.5i -0.3»-049 037 38 -03Srs
Amilase -0.27 -0.43 ns/0,41
Urease «0.73/0,83 -0.57 0,87 na/0.41
C 0S* 095 ne/0.54
H -0.?3 C39

2.4.4 Grupos taxonémicos e atributos microbioldgicos

Considerando as OTUs relacionadas ao efeito dos ciclos de umidade e os
atributos microbiolégicos avaliados, foram realizadas analises de correlacdo de
Pearson, para entender a correlacdo das atividades enzimaticas com a comunidade
bacteriana (Tabela 6, 7 e 8).

A familia Rubrobacteraceae apresentou correlacdo positiva com a atividade
da desidrogenase e fosfatase acida (r=0,77 e r=0,69, p< 0,05) no solo da Caatinga.
Esta familia € comumente encontrada no solo, constituida de linhagens termofilicas,
halofilicas, resistente a radiacdo gama e a dessecacdao (DUARTE, 2010;
ALBUQUERQUE, 2014). Ainda no filo Actinobacteria, a familia Frankiaceae,

apresentou correlagdo com as enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina e relagéo
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C/IN (r= 0,46, r=0,67 e r=0,75, p< 0,05). O género Frankia é encontrado
principalmente associado simbioticamente com raizes de plantas (actinorrizicas),
conduzindo a formacgao de estruturas nodulares onde ocorre a fixacdo bioldégica do
N2 (ANDRADE, 2007).

A familia Flavobacteriaceae apresentou correlagdo com a enzima
desidrogenase, amilase e urease (r=0,78, r=0,53 e r=0,56 p< 0,05). Membros dessa
familia atuam diretamente na degradacdo de compostos da serrapilheira (NDAW,
2007) degradando complexos ligno-celulolitico, consideradas fonte de energia para a
comunidade microbiana (Mendoncga; Loures, 1996). H& representantes dessa
familia, o género Flavobacterium descrito na literatura como um dos principais
representantes do filo Bacteroidetes envolvido no ciclo do N, como fixadores de
nitrogénio (GIRI; PATI, 2004) e participando do processo de desnitrificacdo
(FIRESTONE, 1982). Esse género também foi reportado por Das, Lyla e Khan
(2007) como solubilizadores de fosfato no solo.

O filo Proteobacteria foi o que apresentou o maior numero de familias
correlacionadas com os atributos microbiolégicos do solo. Na classe
Betaproteobacteria, a familia Alcaligenaceae apresentou correlagdo positiva com as
enzimas desidrogenase, fosfatase alcalina, amilase e fitase e com o N total (r=0,76,
r=0,54, r=0,73, r=0,53 e r=0,58, p< 0,05). Esse grupo detém de representantes que
foram isoladas de raizes de plantas geralmente em solos alagados e ricos e matéria
organica (DOBEREINER et al, 1995). Segundo o Bergey's Manual (2001) séo
aerObias, mas podem reduzir nitrito, e consideradas quimiorganotréficas. Segundo
Castro (2013) a familia Comamonadaceae, também pertencente a classe
Betaproteobacteria, em seu estudo foi representante do solo nos periodos de seca e
chuva. Villegas (2014) relatou a presenca dessas bactérias no processo de
compostagem, consumindo carboidratos facilmente degradaveis. Neste estudo, esse
grupo apresentou correlagcdo com as enzimas desidrogenase e amilase (r=0,79 e
r=0,56, p< 0,05).

A classe Alphaproteobacteria foi representada pela familia
Sphingomonadaceae, que apresentou correlacdo com as enzimas desidrogenase,
fosfatase alcalina e celulase (r=0,77, r=0,55 e r=0,53, p< 0,05). Esse grupo
apresenta metabolismo quimiorganotrofico, s8o bactérias estritamente aerébias.
Encontradas amplamente distribuidos na natureza, sendo isoladas de diferentes

habitats, como solo, aquaticos e a partir de raizes de plantas e sdo metabolicamente
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versateis (BALKWILL et al.,, 2006). Assim como a familia Rhodospirillaceae, também
pertence a classe Alphaproteobacteria. Ha relatos na literatura de espécies dessa
familia responsavel pela oxidacdo de H2S resultando em sulfato sem a formacgéo
intermediaria de enxofre elementar (PAULINO, 2006). O género Azospirilum séo
comumente encontrados habitando raizes de plantas, colaborando com a sua
nutricdo, através da fixacdo bioldgica do nitrogénio ou produzindo horménios
vegetais (FLORES, 2015; MULLER, 2013, HUNGRIA, 2011). S&o bactérias
promotoras de crescimento em planta, com capacidade de produzir &cidos
organicos, que é o principal mecanismo para disponibilizar fésforo para as plantas
(RODRIGUEZ, 2004). Essa familia apresentou correlagcdo positiva com as enzimas
fosfatase acida e celulase (r=0,77 e r=0,57, p< 0,05).

Hyphomicrobiaceae e Bradyrhizobiaceae (Alphaproteobacteria) sdo familias
pertencentes ao género Rhizobiales, conhecido por serem capazes de fixar
nitrogénio em simbiose com as plantas, além de serem conhecidas como bactérias
desnitrificantes (MADIGAN et al., 2010). Segundo estudos realizados por Henao
(2010) a espécie Hyphomicrobium denitrificans pertencente a familia
Hyphomicrobiaceae foi associada ao processo de reducdo de sulfato. A familia
Hyphomicrobiaceae apresentou correlagcdo positiva com a enzima arilsulfatase
(r=0,63, p< 0,05) e a familia Bradyrhizobiaceae com o C e N totais (n=0,50 e
r=0,54,p< 0,05) no presente estudo.

A familia Enterobacteriaceae séo anaerobios facultativos e
guimiorganotroficos. Esse grupo apresentou correlacdo positiva com a fosfatase
acida e fitase (r=0,84 e r=0,53, p< 0,05). Sdo ativas metabolicamente em uma faixa
de temperatura de 25 a 30 °C (FELIPE, 2008). Géneros pertencentes a essa familia
sdo conhecidos na literatura como solubilizadores de fosfato (SOUCHIE et al., 2005;

SILVA-FILHO; VIDOR, 2000; KIM et al., 2003).



Tabela 6 -

Filo

Acidobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Chloroflexi

Nitrospirae

Proteobacteria

9/

Coeficiente de correlagdo entre os grupos taxondmicos (filo e familia) e atributos
micro biolégicos (desidrogenase, fosfatase acida e alcalina e arilsulfatase) nos quatro
sitios analisados (Bertioga- MAB; Cananéia- MAC; Petrolina- CEC; Mandacaru- CAM).

P< 0,05)

Fainilia
Solibacteraceae
Koribacteraceae

Acidobacteriaceae
Frankiaceae

My cobacteriaceae
Gaiellaceae
Conexibacteraceae
Rubrobacteraceae

Mic romonos poraceae
Psetidonocardiaceae
Solirubrobacteraceae
Nocardioidaceae
Flavobacteriaceae
Thermoge mmatis porac eae
R habdochlamydiaceae
Nitrospiraceae
Oxatobacteraceae
Hyphomicrobiaceae
Enterobacteriaceae
Alcaligenaceae

Methy locy staceae
Sinobacteraceae
Bradyrhizobiaceae

R hodos pirillaceae
Comamonadac eae
Sphingomonadaceae
Burkholderiaceae
Coxiellaceae
Syntrophobacteraceae

Desidrogenase
-0.65/-0.62/0.55/ns

ns/0 51/ns/ns

ns/ns/ns/046
ns/-0.60/-0.49/ns

ns/ns!-054/ns
ns/nsi077/-049
ris/ns/-0.53/0 79
ns/nsf-0 5/ns
ns/nslins,'-0.5¢e

0.78/0.57/ns/ns
068 tostns/ ns

056/ns/0.48/ns
-0 65'-0.62/nstns

-0.60/ -0.51/nsi-0 63

-0 62'-0.54/076/ns
-0.63/ns/ns/ns

-0.55/-0.58/f~Ins
ns!nsins!-0.53
ns/0,79/0,71/ 0.64
,s./ns/ns/0 17
r.s/ns/0JB5!r>s

Atfibutps microhiolégicos
Fosfatase alcalina Arilsulfatase

MAB/ MAC/CEC/CAM

Fosfatase acida

-0,57/ns/ nslns
ns/ns/ns/0 68

ns/ns/ns/0 69

ns/ns/ns/0.74

ns/ns/ns/0.64

ns/ns/ns/ 077
nsias/nsi -079

ns/nsi0.82/ns

0 67/ns/nsins

ns/ns/ ns/ 052
ns/nsi 0,49/ns

nsfnsinsl-0 58
ns/ns/ ns/ 0.63

ns/ns/ns/-058

ns/nS/-0 55/ns

ns/0.37/ns/ns

ns/ns!ns/-0.75

ns/ns/ns/ 0.80
ns/ns! ns/-061

ns/nsmsiO 55

0.48Ins,'ns/ns

ns/ns/05/ilns

nsfns/ns/-0 71

ns/ns/nsf-OS9
-0.71/-0.6/ns/ns

ns /-0,54/ns/ns
ns/ns/ins/0 48
ns/-0.42/-0.77/ns

0.63/0 52/ns/ns
051/0 54/ns/ns

ns/ns /0.57/ns
0.6/ ns/ns/ns

ns/-0,66/ns/ ns
ns/ns/-0.58/ ns

ns/ns/ns/058
ns/ ns/ns/0.55



58

Tabela 7 - Coeficiente de correlacdo entre os grupos taxondmicos (flo e familia) e atributos
microbiolégicos (celulase, amilase, Atase e urease) nos quatro sitios analisados
(Bertioga- MAB; Cananéia- MAC; Petrolina- CEC; Mandacaru- CAM). p< 0,05

Filo

Ackiobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Chloroflexi

Firmicutes

Proteobacteria

Familia
Solibactefaceae
Koribacteraceae
Acktobacteriaceae
Myc obacteriac eae
Gaiellaceae
Conexibacteraceae
Rubrobacteraceae
Mtc romonos poraceae
Psetidonocardiaceae
Solitubrobacteraceae
Nocardioidaceae
Flavobacteriaceae
Thermogemmatis porac eae
Ktsdonobacteraceae
Rhabdochlamydiaceae
Sphingobactefiaceae
Bacillaceae
Oxalobacteraceae
Hyphomic robiaceae
Enterobacteriaceae
AlcaBgenaceae
Methylocy staceae
Sinobactefaceae
Bradyrhizobiaceae
Rbodos pirillaceae
Comamonadac eae
Sphingornonadaceae
Burkholderiaceae
Beijerinckiaceae
Entcxheonellaceae

Celulase

ns/-Q4SlI'-S/ns
ns!ni. 052/rs

ns/ns, ns 55

r.sins*058 -047

ns/0.571ns/ns
ns!-0.53/nstns
nsinglnsl0.53

Atributos mictobiolégicos

Amilase

Fitase

MAB/ MAC/CEC/CAM

05-'«s/0.56/*5

rs-' 1,5 06/ ns
ns: nsl -OASInS

ns/ ns: -057/ns

nsl 053/rsins

m047/066/ns/ns

nsl na/ -059/ns
nsl -0 53/0 73Ins

nsl««/0 62/-0 62

rs: nsl 05%6>ns

rsns.rtS.-Q58

ns -0.47/ns/ns
ns 051lmrs/rs
rs 048 -s rs

nsinst nsl -065

nsl-0.52/nsins

-047'ns/ns rs
ns -0,58/ns/ns

Urease
-056/-0 47-rs .rs

069' nsi nsir,s

ns/fislnsi 048

ns/ns rs; 052
066'rs/M I ns
-076/rs/ns/ ns
-0,65/rs/nsl rs

ns-0 75'rs/-O55

-0 54ins/nsjns
nsinsi 072'ns
rs. 0 SSmsins
ns, 0 53: ns/ns
ns/0 53/rtS/ ns

052 r.sInsins
05'051 nsins

ns -0.73'rs rs

ns nsl 077" rs

rs. -s --S'050

-0.54/rs/,rs.’-0 74

-068'rsir,sirs
-0 74irsinsi ns

-055!rs!r.sirs

-077'rs/nsfrs

nsi ns/-0 54/ rs

Tabela 8 - Coeficiente de correlacdo entre os grupos taxondmicos (filo e familia) e atributos
microbiol6gicos (desidrogenase, fosfatase acida e alcalina e arilsulfatase) ros quatro
sitios analisados (Bertioga- MAB; Cananéia- MAC; Petrolina- CEC; Mandacaru- CAM)

Filo

p< 0,05)

Familia
Solibacteraceae

Acidobacteria

Actinobacteria

Firmicutes

Proteobacteria

mb2424
Frankiaceae
Mycobacteriaceae
Conexibacteraceae
Micromonosporaceae
Alicy clobacillaceae
Oxalobacteraceae
Alcaligenaceae
Bradyrhizobiaceae
Rhodospirillaceae
Beijerinckiaceae

C

Atributos micro biologic os

N

MAB/MAC/CEC/CAM

ns 058 ns ns

ns ns ns 053
-060 ns ns ns

ns ns 052 ns
ns.ns ns 053
ns ns 048 ns

05 ns ns ns

rs 058 ns ns

rs ns 060 ns

054 ns.ns ns

C/N

075 ns rs ns
ns ns nj/ -0 49

-046 ns ns ns
ns ns nfl -0 51
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2.5 Conclusdes/Consideragdes Finais

Os resultados apresentados no presente trabalho mostraram que a mudanca
ao longo dos ciclos de umidade inferiu alteracbes taxondmicas nas comunidades
bacterianas e nas atividades das enzimas nos solos da Caatinga e da Mata
Atlantica.

A composicdo taxondmica da comunidade bacteriana nos solos da Caatinga e
da Mata Atlantica alterou significativamente com o efeito da umidade constatada
pela andlise da biblioteca gene 16S rRNA. A diferenca entre a abundancia relativa
para o0s grupos taxonémicos em nivel de filo (Acidobacteria, Proteobacteria e
Chloroflexi para os solos da Mata Atlantica e Actinobacteria, Proteobacteria,
Chloroflexi e Acidobacteria nos solos da Caatinga) e classe (Acidobacteria,
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, para os solos da
Mata Atlantica e Ktedonobacteria, Actinobacteria-6 e Betaproteobacteria, nos solos
da Caatinga) foi observada entre os biomas. As atividades enzimaticas nos dois
biomas, Caatinga e Mata Atlantica, mostraram alteracfes, quando expostas ao efeito
do estresse hidrico. Os grupos taxontmicos pertencentes aos filos Acidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes e Proteobacteria podem estar
envolvidos nos ciclos de nutrientes essenciais para a manutencado do solo.

Por fim, o0 aquecimento global previsto para os proximos anos pode alterar a
comunidade microbiana do solo, considerando a estrutura e funcionalidade. E de
fundamental importancia que trabalhos como este continuem sendo desenvolvidos,
para entender se essas comunidades conseguem se adaptar a essas mudancas
ambientais e se a partir dessa mudanca as atividades enziméticas se manterdo no

solo.
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Anexo

Reagentes

Solucdo padréo de p-
nitrofenil fosfato
(PNP)

Tampédo MUB

Cloreto de Caélcio 0,5
M

Hidréxido de sédio
(NaOH) 0,5 M
Solucdo padréo de p-
nitrofenol
Solucao de p-
nitrofenol sulfato
(PNS)

Tamp&o acetato 0,5
M, pH 5,8

Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazol (TCC)

Trifenil formazan
(TPF)

Solugéo de
carboximetil celulose
sédico (CMC)

Tamp&o acetato 2 M

Solugao amido

0,840 g de p-nitrofenil
fosfato dissodico tetra-
hidratado em 50 mL de
tampédo MUB (pH 6.5-
fosfatase acida; pH 11-
alcalina)

12,1 g de Tris
aminometano; 11,6 g de
acido maléico; 14 g de
acido citrico e 6,3 g de
acido borico em 1L de
agua destilada destilada

73,5 gde cloreto de
célcio em 1L de agua
destilada
20 g de NaOH em 1L de
agua destilada

1 g de p-nitrofenol em 1
L de 4gua destilada

0,614 g em 50 mL de
tampao acetato

68 g de acetato tri-
hidratado em 700 mL de
agua destilada, adicionar
1,70 mL de &cido acético

glacial e completar o
volume para 1L de agua
destilada

1gde TTC em 100 mL
de agua destilada

100 mg de TPF 100 mL
de metanol

7gde CMC em 1Lde
tampao acetato. Misturar
por2 ha45 °C

164,08 g de acetato de
s6dio em 700 mL de
agua destilada. Ajustar
pH para 5.5 com acido
acético e completar para
1 L de agua destilada

20 g de amido em 1L de
tampao acetato
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Reagente A

Reagente B

Reagente C

Tampéo TRIS 50 mM

Uréia 200 mM

Cloreto de potassio
2,5 M com sulfato de
prata 100 mg/L

Tampdo acetato 0,2
M

Fitato de sédio

Molibdato de amodnia

16 g de carbonato de
sédio anidro 0,9 g de
cianeto de potassio em 1
L de 4gua destilada

0,5 g de ferricianeto de
potassio em 1L de agua
destilada

2,7 g de sulfato férrico
amoniacal 12 H20); 19
de dodecil sulfato de
sadio; 4,2 mLde H2S04
em 1L de agua destilada
(50 °C)

6,1 gde TRIS em 700
mL de agua destilada.
Ajustar pH para 9.0 com
H2S04 e completar para
1L de agua destilada

1,2 g de uréia em 100
mL de tampédo TRIS

100 mg de sulfato de
prata em 700 mL de
agua destilada. Dissolver
188 g de cloreto de
potassio na solugéo
aquecida e completar
para 1L e agua destilada

16,4 g de acetato de
sédio em 1L de agua
destilada
0,888 g de fitato em 1L
de agua destilada
25 g de molibdato em

500 mL de agua
destilada
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