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Resumo - Vérias estratégias tém sido utilizadas para
avaliar as relagdes entre o funcionamento dos
ecossistemas e a estrutura de comunidades
microbianas, com o objetivo de atribuir o papel de
membros especificos dentro da comunidade, visando a
estabilidade do sistema. O objetivo deste trabalho foi
analisar a diversidade de genes de dioxigenases para
degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos em
amostras de solos de Terra Preta de indio da
Amazonia, sob diferentes sistemas de uso da terra, e
Seu respectivo carvao pirogénico, por meio de
pirosequenciamento. Paralelamente, foi utilizada a
técnica de PCR quantitativa em tempo real em
amostras de solo e carvao pirogénico, para quantificar
a abundancia de genes funcionais nestes ambientes,
com o objetivo de inferir a participagdo da microbiota
do carvdo em processos especificos no solo. As 9357
sequéncias geradas por pirosequenciamento foram
agrupadas em aproximadamente 1600 clusters, onde
mais de 56% foi composto por sequéncias descritas
unicamente  neste  estudo, representando uma
diversidade ainda nédo reportada para genes catabdlicos
bacterianos em solos TPl. O nUmero de cépias de
genes de dioxigenases em amostras de carvdo
determinada por PCR quantitativo, foi maior no sitio
TPI1 sob floresta secundaria, confirmando o papel do
carvdo pirogénico na manutencdo da diversidade
microbiana. Abordagens metagendmicas baseadas em
genes especificos, como realizado neste estudo, podem
prover uma melhor compreensédo da biologia envolvida
na diversidade de ambientes tropicais antropogénicos,
com grande quantidade de carvao pirogénico, como as
Terras Pretas de indio da Amazonia.
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INTRODUCAO

Solos com horizonte superficial antropico,
conhecidos como Terra Preta de Indio (TPI) ou
simplesmente Terra Preta, representam um dos
registros mais marcantes da antiga ocupagdo humana
na regido amazonica, sendo comumente localizados ao

longo de rios e interflivios, ocupando varzeas, elevacoes
marginais adjacentes e terra firme (Kern et al., 2003).

Um dos principais fatores responsaveis pelo
comportamento diferenciado dos solos TPl é a maior
guantidade e a diferenca qualitativa da sua matéria
organica, que consiste em, aproximadamente, 35% de
carvdo pirogénico (Glaser, 2007). A presenca de material
organico estavel e a atividade bioldgica indicam que as TPI
podem ser sitios de alta diversidade microbiana.

O manejo da matéria organica visando a conservagdo e
melhoria da qualidade do solo é fundamental na
manutencdo da sustentabilidade dos agroecossistemas
tropicais. Nesse contexto, os processos de biodegradacdo
regem grande parte do ciclo do carbono, cuja fragdo
bioldgica é dependente de enzimas microbianas como as
dioxigenases, que utilizam compostos organicos presentes
no solo como fonte de carbono e energia (Wackett, 2004).
Desta forma, o estudo da diversidade de genes
catabolicos pode facilitar a compreensdo das bases
adaptativas de micro-organismos funcionais do carvao
pirogénico e seu papel no equilibrio da fertilidade das
TPI, além de determinar sua influéncia nas comunidades
bioldgicas destes solos.

MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo estd localizada na Estagdo
Experimental do Caldeirdo (03° 14’ S; 60° 13 W) da
Embrapa Amazonia Ocidental-CPAA, no Municipio de
Iranduba, préximo a Manaus, AM. As amostras de solo
foram coletadas na profundidade de 0-10cm em solos TPI
sob dois sistemas de uso terra, sendo um sitio sob floresta
secundaria (CAPOEIRA) com mais de 30 anos de
abandono, e outro sob cultivo agricola ha pelo menos 20
anos (CULTIVADO). O carvao pirogénico foi separado a
partir de amostras de solo TPI dos dois sitios com auxilio
de pinca e lupa.

Pirosequenciamento de dioxigenases aromaticas em
solos TPI e carvao pirogénico

O DNA total da comunidade microbiana dos solos TPI
e carvao pirogénico foi extraido em triplicata, utilizando-se
0 Power Soil DNA extraction (MoBio, Carlsbad, CA), de
acordo com instrucdes do fabricante.
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O sequenciamento foi realizado no Center for
Microbial Ecology (Michigan State University, MI-
USA), sob responsabilidade do Dr. James M. Tiedje,
em sequenciador Genome Sequencer FLX System
(454, Roche) com a plataforma GS FLX Titanium, cujo
comprimento das sequéncias geradas (reads) fica em
torno de 400 pb. Os primers utilizados para detecgdo
do gene catabélico foram BPHD-f1 e r3 (lwai et al.,
2010).

As sequéncias de dioxigenases obtidas foram
analisadas utilizando-se o Fungene (Funcional gene
pipeline & repository, http://fungene.cme.msu.edu/).
Para as andlises de diversidade utilizou-se o software
MOTHUR.

PCR quantitativo

As andlises de PCR quantitativo em tempo real
foram realizadas para quantificagdo do numero de
copias de genes de dioxigenases aromaticas nos solos
TP1 e amostras de carvdo pirogénico para os dois sitios
analisados neste estudo. Como padrdo para
comparagOes, foi utilizado o gene ribossomal 16S
rRNA. As reacdes foram realizadas no equipamento
StepOnePlus® (Applied Biosytems), utilizando o
sistema SYBR Green e 0os mesmos primers utilizados
no pirosequenciamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias de dioxigenases aromaticas obtidas
por pirosequenciamento para os dois sitios TPI e seu
respectivo carvdo pirogénico, foram inicialmente
analisadas quanto a qualidade pelo software do prdprio
equipamento, que descartou as leituras de baixa
qualidade. As regiGes correspondentes aos primers
BPHD e aos barcodes foram também removidas no
processo de filtragem inicial.

O namero de sequéncias validas geradas para os
solos TPl e o carvdo pirogénico ficou entre 1923
sequéncias para o solo TPl do Caldeirdo-Capoeira e
2610 para amostras de carvdo no mesmo sitio (Tabela
1).

Como controle positivo, foi utilizada uma
comunidade microbiana artificial (mock community),
gue compreende uma amostra de DNA onde se
conhece a proporg¢do do gene funcional [10% de DNA
gendmico de Burkholderia xenovorans LB400 (gene
bph)].

Os erros em relacdo as fases de leitura das possiveis
proteinas foram corrigidos utilizando-se a ferramenta
RDP FrameBot (http:/fungene.cme.msu.edu/). As
sequéncias que passaram pelos filtros anteriores foram
alinhadas utilizando-se a ferramenta HMMER3
aligner, disponivel do FunGene, com a sequéncia de
referéncia de Pseudomonas putida Fl
(YP_001268196).

Finalmente, as sequéncias validas foram agrupadas
(clustering) utilizando-se o software MOTHUR,
considerando-se um nivel de dissimilaridade de 94%
ao nivel de aminoacido (cutoff 0,06) entre as
sequéncias de genes de dioxigenases aromaticas
(Tabela 2).

Os indices de diversidade nos solos de TPI foram
maiores em relagdo ao carvao pirogénico para 0s genes
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de dioxigenases obtidos pelo pirosequenciamento, bem
como as estimativas de riqueza de espécies, dadas por
Chaol, ACE e Jackknife.

A anélise realizada com o programa |-Libshuff, incluido
no MOTHUR, apontou diferenca estatistica significativa
entre todas as amostras analisadas, indicando que as
comunidades funcionais de Bacteria presentes em solos
TPl e carvdo pirogénico sdo influenciadas diretamente
pelas condigdes fisico-quimicas e ecolégicas de ambientes
distintos.

Para verificar a riqueza de Familias Protéicas
Operacionais (FPOs) das amostras de TPl e carvdo
analisadas, foi utilizado o método de rarefacdo ao nivel de
94% de similaridade entre as sequéncias de aminodacidos
(Figuras 1 e 2), cujos resultados corroboraram as medidas
de riqueza. As curvas indicaram que o ndmero de
sequéncias de genes de dioxigenases aromaticas nao foi
suficiente para amostrar completamente a riqueza de
espécies das comunidades microbianas dos solos TPI e do
carvdo pirogénico.
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Figura 1. Andlise de rarefacdo estimada para genes de
dioxigenases aromaticas em solos TPl e carvdo
pirogénico do sitio Caldeirdo-Capoeira.
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Figura 2. Andlise de rarefacdo estimada para genes de
dioxigenases aromaticas em solos TPl e carvdo
pirogénico do sitio Caldeirdo-Cultivado.

Para verificar as intersec¢des e peculiaridades de cada
ambiente, foram construidos Diagramas de Venn,
identificando o nudmero de FPOs exclusivas e
compartilhadas entre os solos TPl e o carvdo pirogénico
para cada sitio TPI analisado (Figura 3).
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Figura 3. Diagramas de Venn baseados nas FPOs de
dioxigenases aromaticas Unicas e compartilhadas
(cutoff 0,06) para os solos de TPl e carvdo
pirogénico dos dois sitios analisados por
pirosequenciamento.

A porcentagem de FPOs compartilhadas entre as
amostras de TPI e carvao nos sitios Caldeirdo-Capoeira
e Caldeirdo-Cultivado variou entre 15 e 23%,
respectivamente, em relacdo ao total de FPOs,
demonstrando elevada diferenca entre as sequéncias de
genes funcionais nestes ambientes sob distintos usos da
terra.

No sitio sob floresta secundaria (CAPOEIRA), o
nimero de FPOs Unicas para TPI e carvdo pirogénico
foi similar, demonstrando a importancia da cobertura
vegetal para a manutencdo da diversidade das
comunidades bacterianas funcionais do solo. Além
disso, 0 nimero de FPOs compartilhadas neste sitio foi
bastante inferior ao nimero encontrado no Caldeirdo
sob cultivo agricola, demonstrando a influéncia da
atividade agricola nas comunidades microbianas
envolvidas em processos metab6licos fundamentais
nos solos antrdpicos, como a ciclagem de nutrientes e a
dindmica da matéria organica.

Em seguida as analises de diversidade e riqueza de
espécies, foram obtidos os agrupamentos (clusters)
entre as sequéncias de dioxigenases de TPl e carvdo
pirogénico com o banco de proteinas Pfam
(pfam.sanger.ac.uk/), com o objetivo de estabelecer as
relagdes filogenéticas entre estas e as enzimas
disponiveis em bancos publicos de sequéncias. Uma
vez que o0 pirosequenciamento produz grande
guantidade de dados, € necessario agrupar as
sequéncias para reduzir o nimero de analises.

Para isto, foram selecionadas 693 sequéncias com
mais de 350 aminoacidos a partir do banco de dados de
proteinas, que possuem ambos os dominios Rieske
(PF00355) e Ring_hydroxyl_A (PF00848),
contemplados pelos primers BPHD utilizados neste
estudo.

Foram gerados 727 e 871 clusters distintos a partir
da matriz de dissimilaridade (94% ao nivel de
aminoacido) com as sequéncias de dioxigenases de
solo e carvdao pirogénico dos sitios do Caldeirdo-
Capeoira e Cultivado, respectivamente, e as sequéncias
do Pfam (Figura 4). Os clusters foram analisados
separadamente e classificados como (i) novos grupos,
compostos unicamente por sequéncias de TPI, carvdo
pirogénico e por ambos, (ii) clusters constituidos por
dioxigenases do banco de dados e TPI ou carvao, além
de grupos mistos de sequéncias de TPI, carvdo
pirogénico e Pfam, e finalmente, (iii) clusters que
incluiram somente sequéncias do banco de dados.

As porcentagens de clusters Gnicos para TPI, bem
como exclusivos de carvdo, foram maiores do que 0s
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valores encontrados para 0S grupos mistos entre estas
amostras, fato que demonstra que grupos bacterianos
distintos sdo encontrados nestes dois ambientes. Estes
clusters, constituidos unicamente por dioxigenases
descritas neste estudo, incluiram a maioria das sequéncias
analisadas.

A PCR quantitativa em tempo real permitiu a
quantificacdo do gene ribossomal bacteriano 16S rRNA em
amostras de solo e carvao dos sitios de Terra Preta, além da
guantificagdo do gene catabllico de dioxigenases
aromaticas nas amostras analisadas (Figura 5). O ndmero
de copias do gene ribossomal em amostras tanto de TPI
quanto de carvao foi muito similar para ambos os sitios.
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Figura 5. Gréfico com a quantificacdo (abundancia
relativa) dos genes 16S rRNA e dioxigenases
aromaéticas nas amostras de solo TPI e carvdo dos sitios
(indicados no eixo horizontal) analisados por PCR
quantitativo. Eixo vertical: escala logaritmica (cépias
do gene g?). Barra de erros representa o erro padrdo
(n=3)

Em relagdo ao gene catabdlico, foi possivel observar
maior nimero de copias do gene em amostras de carvao no
sitio  CAPOEIRA. Este dado sugere que o carvdo
pirogénico pode favorecer a sobrevivéncia e a diversidade
de populagdes funcionalmente ativas em solos TPIl. As
Terras Pretas apresentam elevado grau de resiliéncia da
fertilidade, e esse fendémeno pode estar diretamente
relacionado as comunidades microbianas funcionais
envolvidas na ciclagem de carbono e nitrogénio.

No sitio sob cultivo, a maior abundancia do gene foi
encontrada no solo, demonstrando a influéncia do uso da
terra na diversidade de comunidades microbianas do solo.

Os resultados apresentados neste estudo sobre a
diversidade de genes funcionais nas Terras Pretas da
Amazbnia produziram informacdo ndo reportada
anteriormente acerca do papel da comunidade bacteriana
em processos metabdlicos relacionados a fertilidade destes
solos.

CONCLUSOES

1. A técnica de pirosequenciamento permite a deteccdo
robusta da diversidade de genes funcionais ainda néo
reportados em solos TPI na Amazonia.

2. A abundancia relativa de genes catabdlicos
detectados por PCR quantitativo demonstra o papel do
carvdo pirogénico na sustentacdo da qualidade bioldgica
destes solos antropicos.

3. As diferencas nas proporgbes dos clusters que
incluiram as sequéncias exclusivas deste estudo (i)
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demonstram a enorme complexidade de dioxigenases
ambientais, principalmente em solos tropicais como as
TPI.

4. As abordagens metagendmicas baseadas em
genes especificos, como utilizado neste estudo,
aplicadas a solos TPI sob diferentes sistemas de uso da
terra, possibilitam a verificagdo da influéncia da
atividade agricola nas comunidades microbianas do
solo.

5. O carvdo pirogénico desempenha um papel
importante na manutencdo da diversidade de
populagdes funcionais associadas a processos
especificos na superficie do horizonte antropico das
TPI.
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Tabela 1. Dados do pirosequenciamento das amostras de solos TPI e carvdo pirogénico

Caldeirdo TPI Barcode Barcode sequences match sequences valid .
. Source % valid sequences*
site Name Sequence barcode average length sequences™
CAPOEIRA TPI MID109 TCTGTCTCGC 2401 457 1923 86.43%
CULTIVADO TPI MID110 TGAGTGACGC 3279 463 2428 85.95%
CAPOEIRA Carvéo MID115 ACTCACAGAG 2975 455 2610 92.42%
CULTIVADO  Carvédo MID116 AGACTCAGCG 2882 463 2396 90.86%

*Sequéncias que passaram pelos processos de filtragem inicial e corregdo de frameshifts

Tabela 2. Medidas de riqueza e indices de diversidade para os sitios do Caldeirdo sob capoeira e cultivo agricola

Medidas de riqueza*

indices de Diversidade*

Sitio TPI (Caldeiréo) Fonte  FPOs*
Chaol ACE Jackknife Shannon Simpson
TPI 153 225,73 +71,68 294,60+68,10 255,10 + 56,53 3,28+0,11 0,09 +0,011
CAPOEIRA
Carvao 151 212,00 £59,24 284,57 +67,75 217,53 +33,71 2,32+0,12 0,32+0,028
TPI 237 353,00 £96,09 334,42+62,72 417,80 +91,97 3,98+0,10 0,06 +0,010
CULTIVADO
Carvao 194 300,50 £99,69 276,82 +60,08 321,32 +62,62 3,45+0,11 0,14 +0,019

*Medidas de heterogeneidade calculadas com base em 94% de similaridade entre as sequéncias de genes de dioxigenases de Bacteria para as
amostras de TPI e de carvao pirogénico (cutoff 0,06). Os desvios padrdo estdo mostrados na tabela. FPOs: Familias Protéicas Operacionais.
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Figura 4. Graficos de abundancia relativa dos agrupamentos (clusters) formados entre as sequéncias de dioxigenases de
TPI e carvao pirogénico e proteinas do banco de dados (Pfam), com dissimilaridade de 94% (cutoff 0,06) ao nivel de
aminoacido. NUmeros entre parénteses: porcentagem de clusters em cada sitio



