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RESUMO

A metagendmica abriu novos caminhos para a microbiologia. Hoje é crescente o
namero de metodologias propostas para estudos sobre os microrganismos. Esses
organismos possuem grande importancia em relacéo aos ciclos biogeoquimicos do solo.
No presente trabalho foram analisadas 2.561 sequéncias de bactérias usando o gene 16S
rRNA, obtidas em trabalhos ja publicados através do método de Samgediferentes
solos brasileiros que sofreram intensa acdo antrépica. Os seguintes cédigos foram
usados: cultivo de cana SCC consorcio de 6leo diesel SCOL; solo cultivado da
regido da AmazoOnia SCA; solo de pasto da regido da Amaz6ni8PA solo com
cultivo de hortalicass SCH solo contaminado com lodo de esget8CLE e solo que
foi cultivado por grdos (soja, milho, feijdo) - SCG. O objetivo deste trabalho foi
fornecer uma visdo geral das comunidades bacterianas presentes nestes ambientes.
Todas as sequéncias foram submetidas a ferramenta Web MG-RAST. Os dados foram
comparados com o banco de dados do RDP (Ribosomal Database Project) usando um
valor maximo de 12 para e-value, uma identidade minima de 60%, e um comprimento
minimo de alinhamento de 20 nucleotideos. Os resultados demonstraram a distribuicdo
de filos do dominioBacteria, 0 mais representativo foi o filBroteobacteria - cuja
presenca foi constatada nas sete amostras analisadas. Foi relatada a presenca de 13 filos
entre as amostras, sendo que em quatro destes houve a presenca em comum em seis
solos. Os filos s&dacteroidetes, Firmicutes, Acidobacteria e Actinobacteria. O
presente trabalho permitiu a identificacdo dos filgsrochaetes, Tenericutes e
Cyanobacteria, que em trabalhos anteriores ndao haviam sido identificados.

Palavras-chave: Biorremedicao, Bioinformatica, 16S rRNA.
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INTRODUCAO

Hoje é crescente o numero de metodologias propostas para estudos sobre os
microrganismos do solo e sua ecologia, justificada pela geragéo de produtos derivados
de seus metabolitos secundarios que tem sido utilizado para atender as
necessidades médicas, industriais e agricolas (RONDON, 1999), sendo cada vez mais
valorizada sua biodiversidade na regulacdo dos ecossistemas (COPLEY, £000).
maioria dos metabdlitos secundarios microbianos em uso hoje se originam dos
actinomicetos, entre outros produtores de produtos naturais = como
Bacillus spp., mixobactérias ePseudomonas (LANCINI, 1995; REICHENBACH,

1999).

Pesquisas atuais indicam que mais de 99 % dos microrganismos presentes no
ambiente ndo podem ser facilmente cultivados. Assim, a maioria dos microbios ndo tem
sido descritos ou estdo acessiveis para a biotecnologia. Varias tecnologias baseadas em
DNA tém sido desenvolvidas para ultrapassar estas dificuldades. No entanto, apenas
uma parte de um gene pode ser amplificada por PCR, e os dados da sequéncia
proporcionam alguns detalhes sobre a informacédo genética e qualquer papel funcional
na comunidade microbiana. Além disso, a amplificacdo por PCR requer que
informacdes sobre a sequéncia estejam disponiveis antes do desenho para os iniciadores
(KIMURA, 2006).

Os microrganismos possuem grande importancia em relacdo aos atributos fisicos
do solo, pois os organismos heterotréficos pertencentes ao solo liberam polissacarideos
de origem microbiana, durante a decomposicdo da matéria organica, que sdo mais
persistentes no solo, quando comparados aos polissacarideos de origem vegetal, assim
desempenham fundamental papel na estabilidade de agregados. Tais seres vivos além
da geracdo de novos produtos tém papel-chave no controle biolégico de doencas da
agricultura e na degradacdo de compostos sintéticos do solo, entre outros fatores
determinantes para a sobrevivéncia da planta. Assim sendo considerado um vasto
campo ainda ndo explorado para descoberta de novos compostos farmacéuticos e

produtos enzimaticos de valor biotecnoldgico (LOURENTE et al., 2011).

Segundo Gould (1996), a bactéria é o organismo mais abundante e deveria ser o
representante da vida em nosso planeta, pois ela reflete a importancia da comunidade

bacteriana nos diferentes ecossistemas da Terra. Com o0 progresso de estudos em
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metagendémica, € notdria a influéncia dos microrganismos no ambiente e no

desenvolvimento de outros seres ligados a eles.

Jo Handelsman foi um dos primeiros pesquisadores a usar o termo “Metagendmica”,
e que hoje tem como definicdo a aplicacdo de técnicas de genbmica moderna para o
estudo de comunidades de microrganismos diretamente em seus ambientes naturais, do
qual tenham sido extraidas amostras de DNA ou RNA, sem a necessidade de isolamento
e cultivo em laboratoério das espécies individudism dos pioneiros a trabalhar com
pesquisas em metagenoma foi Torsvik, em que um de seus trabalhos foi o estudo da
diversidade fenotipica, de cerca de 200 cepas bacterianas isoladas a partir deeim solo
foi comparado com o diversidade genotipica de uma mesma popula¢éo.
metagendmicaja abriu novos caminhos de pesquisa, permitindo sem precedentes a
andlise da heterogeneidade do genoma e evolugdo em contextos ambientais, e 0 acesso
a diversidade microbiana (HANDELSMAN, 2004).

Segundo Cole et al. (2009) quando amplificadas regides de um gene comum a
todas as bactérias presentes numa dada amostra, 0 gene em questdo é o 16S rDNA. Este
gene tem como funcdo ser um marcador de grandes grupos bacterianos, permitindo
assim sua classificac&ocomo, por exemplo, a comparacdo de sequéncias de bancos de
dados de DNA ribossomaldos microrganismos presentes no dado amostral. Assim, é
possivel verificar exatamente quais grupos bacterianos estdo presentes em uma amostra
de solo, podendo determinar a relevancia da presenca microbiana com a caracteristica

de seu bioma.

No presente trabalho foram analisadas 1.422 sequéncias de bactérias usando o
gene 16S rRNA de 7 diferentes ambientes brasileiros que sofreram intensa acao
antropica. O objetivo deste trabalho foi fornecer uma visdo geral das comunidades
bacterianas presentes nestes ambientes, além de fornecer elementos a futuss estudo

relacionados a biorremediagéo.
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1.1.0bjetivos especificos

- Observar se algum tipo grupo bacteriano apresenta-se em comum entre todos 0s

diferentes solos.

- Avaliar se o0 processo de reanotacdo de sequéncias realizado permitiu a
identificacdo de novos filos.

- Avaliar o numero de filos que possam estar presentes nas amostras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Diversidade biologica dos microrganismos

O solo forma um ecossistema € constituido de rochas e minerais, sendo habitado por
inUmeras espécies. Os microrganismos sdo parte integrante do solo, desempenhando
papel fundamental nas reacdes bioquimicas, na formacdo do solo, e na regulacao de
nutrientes para o crescimento de veigefBambém podem ser chamados coletivamente
de microbiota, sendo representados por quatro grandes grupos: bactérias, fungos, algas e
protozoarios. As bactérias e fungos correspondem em torno de 90% da atividade
microbiana do solo (SILVEIRAt al., 2007).

A complexidade e a variabilidade descrevem a diversidade biolégica em sua
organizagdo, englobando a variabilidade genética dentro de taxons e grupos funcionais
nas comunidades. A gama de processos, a complexidade de interacdes e a quantidade de
niveis troficos sdo aspectos importantes da diversidade no ecossistema. Diversidade
pode ser considerada a distribuicdo de informacdo, que é aplicavel a diversidade
genética total ou complexa de uma comunidade (TORSVIK & OVREAS, 2002).

Segundo Torsvik et al.( 1990) em um grama de solo existem 4.000 unidades de
genomas bacterianos com base na reassociagdo DNA-DNA, porém Rossel6-Mora &
Amann (2001) em sua revisdo estimam que um grama de solo contem cerca de 10

bilhdes de procariotos pertencentes a milhares de diferentes espécies.

Em relacdo ao tamanho e a diversidade de espécies da comunidade microbiana, o
solo é provavelmente o maior desafio de ambientes naturais para os microbiologistas.
Um grama de solo de floresta pode vir a conter aproximadamenté d&lllas
procariéticas, enquanto um grama de solos cultivados e pastos contém cerca’de 2x10
células procaridticas. A partir de DNA isolado de amostras de diferentes solos, o
namero de genomas procariontes encontra-se entre 2.000 a 18.000 por grama de solo
(DANIEL, 2005).

Esses dados demonstram a rica diversidade genética e biolégica que ainda podemos
explorar na busca de novos genes e produtos como de vias metabodlicas (COWAN,

2000). Os microrganismos incultiviveis, provavelmente realizam alguma funcgéo vital
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para o solo, podem assim Serem considerados uma enorme fonte de aplicacdo
biotecnolégica (HANDELSMANEt al., 2004).

A distribuicéo fisica de bactérias em niveis micro habitacionais demonstra que, em
solos tratados para fertilizacdo, mais de 80% das bactérias estavam localizadas em
microporos do solo, ja que o tamanho das particulas tem maior impacto na comunidade
microbiana que fatores como pH e composto organico (2-20 mm) (TORSVIK &
OVREAS, 2002). Esses micro habitats oferecem condi¢cdes mais favoraveis quanto a

agua e disponibilidade de alimentos.

Ha muitas pesquisas que indicam que o tipo e a quantidade de alimento organico
disponivel influenciam a disponibilidade de grupos microbianos e sua diversidade
funcional no solo (DE FEDE, 2001). A diversidade de espécies consiste na integracao
de componentes representados por sua riqueza, equitabilidade e distribuicdo. Dois
grupos de classificacdo s@o usados para medir a diversidade micrebiéogicas
bioquimicas e técnicas de base molecular. Atualmente é dificil o estudo da diversidade,
pois ndo temos nenhuma maneira de determinar a precisdo dos nossos métodos de
extracdo e deteccdo. Muitos pesquisadores tentam reduzir a informacéo recolhida por
estudos de descricdo da diversidade (KARKal., 2004).

Durante muitos anos, os estudos da microbiota basearam-se no isolamento e cultivo
de laboratorio de bactérias. Este cultivo ainda permanece de grande interesse quando
alvos sao isolados pela sua capacidade de metabolizar substratos especificos ou
degradacdo de xenobidticos utilizados em biorremediacdo. A analise molecular da
diversidade bacteriana teve como base a reassociacdo DNA/DNA, e a amplificacao de
16S rDNA. No entanto, estes métodos precisam de DNA livres de contaminantes de

suas proprias amostras ambientais (R@B4t., 2003).
2.2. Metagenoma

A deteccdo e a identificacdo de microrganismos eram feitas principalmente de
acordo com suas exigéncias nutricionais, com observagdo direta via microscopio
(KENNEDY et al., 1999). Porém, com o uso dessas metodologias tornavam-se
limitadas as informacdes obtidas (ZAK al., 1994).

Quando se quer pesquisar a diversidade da microbiota num ambiente, ainda

encontram-se limitagbes nas técnicas tradicionais - como 0s meios de cultivo
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bacterianos, que sao seletivos a grupos especificos da espécie. Segund@&tAahann
(1995), 1-10% das espécies bacterianas no mundo ja foram identificadas, abrindo

caminho para novos estudos em uma area ainda pouco explorada.

A biodiversidade microbiana é a maior guardid da diversidade de genes. Com o
desejo de superacédo dos limites impostos pelas metodologias convencionais de deteccao
(VAN ELSAS et al, 1998), foi incentivado o desenvolvimento tecnolégico na biologia
molecular, aliando métodos baseados em &cidos nucléicos e estudo da diversidade

microbiana.

Deste modo nasce a metagendmica, uma ciéncia também chamada de genémica
ambiental, genémica de comunidade, ou ainda andlise baseada no genoma de
comunidades inteiras com grande interacdo dos organismos em um mesmo contexto. O
termo ‘“metagenoma” teve sua primeira definicdo como o genoma coletivo da
microbiota total de um determinado ambiente por Jo Handelsnaal. (1998)
(WOOLEY et al., 2010).

Esta abordagem foi originalmente desenvolvida como uma ferramenta para
analises de genomas microbianos contida em amostras ambientais (RIESENFELD,
2004; SCHLOSS et al.,, 2003). Seus primeiros estudos renderam a identificacdo de
caracteristicas metabdlicas, a caracterizacdo dos organismos e a descoberta de novos
antibioticos e enzimas (RIESENFELdDal., 2004).

Estudos metagendmicos agora abrangem campos de investigacdo, incluindo a
pesquisa ambiental marinha, vegetal e biotecnologia agricola, genético humano e
diagnostico de doencas humanas. O dominio das aplicagbes na metagenémica deve
aumentar, passando de estudos de microbioma ambientais, para diagndésticos clinicos
(MOKILI etal., 2012).

Muitas pesquisas estao sendo realizadas atribuindo grande importancia a
metagendmica, Bha#t al. (2012) também desenvolveram um estudo no qual amostras
de leite coletadas de duas ragas bovinasa delas portadoras de mastite subclinica,
foram submetidas a analises metagendmicas para elucidar a comunidade microbiana e
sua estrutura no leite do gado. Tendo seus perfis metabdlicos e filogenéticos gerados

pelo MG-RAST, uma ferramenta baseada na web.
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2.2.1. Panorama Historico

A microbiologia tradicionalmente € uma disciplina marginal para a biologia de
microrganismos, por seus estudos de interesse ter como foco a diversidade bioldgica,
utiizando a andlise genética e molecular nos microrganismos. A utilizacdo de
microrganismos, como ferramentas para compreensao da hereditariedade genética, teve
como fundamento a convic¢cdo e demonstracdo de que 0S microrganismos possuem o
mesmo material genético e processos bioldgicos muito semelhantes. Com o estudo de
genoma completo feito na década de 1990, os microrganismos tiveram atencao central
em estudos aliados a biologia molecular, como o0 sequienciamento de organismos como
virus e procariotos (DUPR& al., 2007).

Ao fornecer a capacidade de examinar a relacdo entre a estrutura do genoma e a
funcionalidade de muitas espécies diferentes, os dados de seqiienciamentos ja feitos

também abriram os campos de gendmica comparativa.

Assim, muitas limitagées surgiram sobre a funcionalidade de culturas microbianas
feitas através de cultivo, devido ao crescimento de informacdes geradas com os estudos
gendmicos (WARD & FRASER, 2005). A microbiologia molecular surgiu na tentativa

de sanar esses problemas.

A abordagem microbiana ambiental, denominada genomica ambiental ou
metagendmica, se estendeu além do sequienciamento de culturas de microrganismos
isolados, para o sequenciamento de DNA extraido de seus ambientes naturais (AMANN
et al, 1995).

As sequéncias de DNA (proteinas codificantes ou ndo) foram utilizadas como
marcadores e indicadores de espécies. Com o foco em determinados genes foi possivel a
obtencdo de informacdes sobre caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas dos organismos
(WARD et al., 2006).

A metagendmica foi concebida como uma abordagem das quais muitas limitacdes
podem ser superadas. Pois, em vez de genomas individuais, a metagenémica emprega
guantidades generosas de DNA recolhidos de comunidades microbianas em seus
ambientes naturais com a finalidade de explorar a diversidade da amostra, interagoes
funcionais e relagées evolutivas (DUPREL., 2007).
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2.2.2. Aplicacéo da abordagem metagendmica

Os microrganismos em seus ambientes de cultivo podem conter genes que
codificam ou expressam algum fator biossintetico ou biodegradativo de interesse ainda
ndo estudados independente de métodos de cultura. A vantagem de uma abordagem
metagendémica, € permitir pesquisas em filogenia e diversidade funcional dos
organismos em uma comunidade (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2003; COWAN
al., 2005).

Por muitas décadas, enzimas expressas por microrganismos de solo utilizando meio
de cultura, foram colhidas e comercializadas. As bibliotecas de metagenO6mica
ambiental levaram a descoberta de novas enzimas com grandes aplicac6es industriais.
Um resultado positivo disto foi um dos primeiros estudos metagenomicos que envolveu
a identificacdo de celulases de um biorreator "zoolibrary" (HEAL4., 1995). Ha
outras enzimas ja descobertas pela abordagem metagenémica, como a hidrolase
glicosilo multifuncional que foi identificada a partir de uma biblioteca de rumen.

Outra &area de aplicacdo metagendmica que vem crescendo significativamente € a
biorremediacdo. Técnicas como analises de PCR (Polymerase Chain Reaction)
hibridizacdo do DNA total da comunidade do solo, geram resultados que permitem
determinar com maior exatiddo qual o melhor processo de biorremediacdo a ser usado,
com o objetivo de utilizar o maximo oferecido de certo grupo de microorganismos de
uma comunidade microbiana (CUNHal., 2008 ).

No Brasil, a PETROBRAS/ UNICAMP/ FUNCAMP e o CPQBA, em 2006, deram
inicio & um projeto na linha de metagendmica que tinha por objetivo a prospeccédo da
atividade de degradacédo de hidrocarbonetos aromaticos em metagenoma microbiano
originado de efluente de refinaria de petroleo (BRI&Q., , 2010). Assim como
Carvalhoet al. (2007) que realizaram um estudo em que visavam a deteccdo de
microrganismos redutores de sulfato em amostras ambientais contaminadas por

petréleo.

Novas vias catabdlicas para a degradacdo de compostos xenobibticos podem
ser isolados com a ajuda da aplicagdo metagendmica, que pode vir a indicar uma

capacidade funcional genética para a degradacédo de contaminantes. Substratos rotulados
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ja tém sido utilizados para recuperacao de genes de populacdes envolvidos em processo
de degradacéo (KAVITAt al., 2010).

Outros estudos metagendmicos ja identificaram vias catabodlicas capazes de
codificar nitrilases, que desempenham um papel importante em reagcfes biossatéticas
catabdlicas (ROBERTSOMNt al., 2004), bem como enzimas com propriedades

cataliticas que degradam contaminantes organicosék#, 2007).

2.3.Contribuicdo da Bioinforméatica

Se tornando quase uma palavra coloquial na comunidade cientifica, a
bioinformética, pode ter sua interpretacdo muito variada. A palavra tem dois
componentes, “bio” e “informatica”. A interpretagdo aceita da parte “bio” é a biologia
molecular estudando macromoléculas essenciais para a vida. No entanto, as areas da
biologia consideradas de competéncia da bioinformética, sdo o estudo da evolucdo e da
genética. Informatica ¢ uma palavra que seu significado coincide com “ciéncia da
computagao”. Ao levar em consideracdo as partes da palavra, pondera- se a resolucao de
problemas decorrentes da biologia utilizando a metodologia da ciéncia da computacgéao,
aplicando matematica e estatistica. O grande objetivo da pesquisa em bioinformatica é
entender o funcionamento dos organismos vivos a fim de "melhorar a qualidade de
vida". Esta melhoria, seria através da identificacdo de drogas por desenho, de fatores de
risco genéticos, terapia genética, modificacdo genética, entre outras. (BACKOFEN &
GILBERT, 2006).

O século 20 foi marcado por um dos grandes desenvolvimentos da area cientifica, o
Projeto Genoma Humano que sequenciou o0 DNA humano completo (WAESDN
1990) . Atualmente a principal atividade é a pds-gendmica, sendo caracterizada pela
disponibilidade de quantidades grandiosas de dados que podem ser usados na
Bioinformatica, mas que necessita de uma matematica nova e com meétodos
algoritmicos capazes de extrair qualquer informacdo contida nesses dados. Muitos
modelos computacionais naturais tém sido aplicados na solucdo de problemas
relacionados a visualizacdo de dados, classificacadustering’, assim tendo como
objetivo mesclar as técnicas para obter diferentes tipos de informacédo (MA&WLL I
2009).
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A publicacdo de uma sequéncia de DNA nao fornece informacéo imediata. Tem-se
uma lacuna entre a disponibilidade de dados de sequéncias novas e uma compreensao
cientifica destas informacgfes. Esta lacuna pode ser compreendida através da utilizacao
da Bioinformatica, que atualmente aborda problemas de modelagem estatistica, técnicas
de aprendizagem de maquina tais como redes neurais artificiais e vetor de suporte de
maquina. A complexidade e a quantidade de dados a serem analisados, exige uma
estreita colaboracdo entre bidlogos e cientistas da computacdo. Maior € o valor
adicionado a esta relacdo, se os colaboradores possuem pelo menos um ponto elementar
do conhecimento do outro campo (CORNE & FOGEL, 2004).

A metagendmica tem o potencial para o esclarecimento de controles genéticos de
uma comunidade microbiana por meio de investigacdo dos seus principais agentes, seus
papéis, e composi¢cées na comunidade que podem alterar com a funcdo do clima, o
tempo, nutrientes, diéxido de carbono e fatores antropicos. Estes estudos incluem
componentes subtanciais da informatica, assumindo um papel computacional complexo
e desafios matematicos. Os microbiologistas tem aproveitado esta técnica moderna,
gerando milhares de dados de sequencias, a fim de sua interpretacdo, ao invés de
somente recolhimento de dados (SESHABRI ., 2007).

Ha um numero de diferentes sistemas e recursos para analise metagendmica, que
sao oferecidos na forma de bases de dados, portais web, servicos web, sendo programas
basicos, porém muito eficientes (KRAUSE al, 2008; MEYER et al, 2008;
SESHADRI et al, 2007). Esses recursos sao, principalmente, centrados na analise de
metagenomas individuais. Segundo Méral. (2009), atualmente s6 0 MG-RAST, um
servidor web (MEYERet al, 2008), fornece um servigo prontamente Gtil para a analise

de um conjunto de dados metagendmico novo.

2.4. Ferramentas WEB de abordagem metagenémica

A Web tornou-se uma das fontes mais importantes de informacgao, a abertura de
acesso para uma vasta gama de recursos de pesquisa em todo o mundo. Infelizmente,
essa visao ainda nao reflete na Bioinformatica, pois na situacédo atual cada instituicdo
implanta um software usando seu proprio acesassim ndo sendo de facil acesso a

usuarios externos. A solucdo mais promissora para este e outros problemas € baseada
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na nocao de servicos web (WS). WS séo aplicacdes implantadas através da internet que
fornecem uma funcionalidade dada a outras aplica¢cdes. No contexto da bioinformatica,
servigos da Web prometem facilitar a integracao e interabilidade entre outras aplicacoes
da bioinformatica.(FOGEL, 2003)

A metagenbmica € um ramo relativamente novo da ciéncia, e grande parte da
pesquisa atual € exploratéria. A visualizacdo € um aspecto muito importante do campo.
A destilacdo de dados metagenémicos em representacdes gréaficas, no entanto ndo é uma
tarefa trivial. A base de estudos metagendmicos € a atribuicdo de valores observados,
para taxonomia ou hierarquias funcionais. Os resultados podem ser representados em
diagramas para transmitir hierarquia, os graficos de barras ou torta podem relacionar a
abundancia de niveis especificos, mas nenhum destes métodos por si sO cria uma

ilustracdo completa da andlise classificatoria (ONDEDS ., 2011)

Um grande ndmero de programas vem sendo desenvolvido atualmente para analise
de dados metagen6micos. Muitos ja sdo usados, como Integrated Microbial Genomes
(IMG) (MARKOWITZ et al., 2008, que é um sistema de gerenciamento de dados e
analise para metagenomas pertencente ao Departamento de Energia (DOE) do Joint
Genome Institute (JGI); o Pyrotagger (KUNK al, 2010, € composto por uma
técnica de filtragem de qualidade de leitura, capaz de processar de centenas a milhares
de sequencias de RNA em poucos minutos; o Classifier for Metagenomic Sequences
(ClaMS) ( PATI et al, 2011), é uma aplicacdo Java para contigs reunidos em
metagenomas usando conjuntos de treinamento especificados pelo usuéario e por
parametros iniciais; o FAMeS (MAVROMATI&t al, 2009, hospeda dados
provenientes de um estudo abrangente das metodologias utilizadas para criar OTUs de
16S rRNA, alvo de estudos de comunidades microbianas; Gold (LIO#1&S2006),
€ uma ferramenta web para o acesso a informacéo abrangente sobre o seqlenciamento
de genoma completo e outros projetos em todo o mundo, proporciona informacao
relacionada com propriedades do organismo tais como ecotipo, fenétipo, e da doenca
em questdo; o Camera (SESHADRI al, 2007), € um repositério de dados e
ferramentas de bioinforméatica para metagendmica, onde os resultados de pesquisas sé&o
pré-computados para apoiar a analise cruzada de amostras ambientais; o webMGA (WU
et al., 2011) é um servidor web personalizavel para andlise metagenémica rapida, que
inclui servicos como clusterizagdo de sequéncia, controle de qualidade de matérias-


http://pyrotagger.jgi-psf.org/cgi-bin/index.pl
http://fames.jgi-psf.org/
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primas de leituras, a remocao contaminacdes, analise taxonémica, funcional anotacao,

entre outros.

O MG-RAST (MEYER et al, 2008), tem sido um dos programas web
metagenémicos mais usados, fornecendo um novo paradigma para anotacao e analise
de metagenomas. Com suporte integrado para varias fontes de dados, €& estavel,
extensivel e livremente disponivel para todos os pesquisadores. O MG-RAST foi usado
para criar classificagdes taxondmicas e funcionais de sequencias a partir da leitura da
amostra (ONDOWt al., 2011). Uma de suas vantagens € ser uma ferramenta web, na
qual ndo é preciso ser instalado na maquina, sendo de livre acesso em qualquer local e
maquina. Outras vantagens sao que ele realiza analises de classificacdo possibilitando
comparacoes através de 15 bancos diferentes, além de realizar analises estatisticas como

PCOoA, rarefacéo e até mesmo andlises de heatmap.

Realizando uma comparacéo entre trés dos citados programas metagendmicos, o
MEGAN, é um programa que roda somente local sendo distribuido gratuitamente. Foi
desenvolvido para analises metagendémicas, e resolve muitos problemas por aumentar 0s
diagramas em escalas maiores geradas em gréaficos. Este mesmo tipo de visor é também
utilizado pela plataforma metagendémica da base Web MG-RAST (MEYER2008).

Outra plataforma baseada na web é o METAREP (OND&\al., 2011), que

caracteriza mapas de interesse naturalmente escalados em abundancia.

O ponto comum de MEGAN, MG-RAST, e METAREP ¢é gque eles facilitam a
comparacao direta de varios conjuntos de dados em um so lugar, como metagenomas
amostrados de diferentes regides ou em condicbes diferentes. Algoritmos de
classificagdo metagendmica s&o constantemente melhorados, mas seus resultados ainda
vém com um significativo grau de incerteza. Para que as ferramentas de andlise
metagendmica continuem a ser introduzidas e refinadas, os programas web estdo sendo
projetados para serem independentes e suficientemente flexiveis para poderem ser
adaptados a novas medidas.(FOGEL, 2003

Independentemente da abordagem de sequenciamento utilizada para gerar os dados
colocados para analise, os primeiros passos na analise de qualquer metagenoma envolve
a comparacao dessas sequencias com sequencias conhecidas em bases de dados. Esta
tarefa computacionalmente intensiva fornece os tipos basicos de dados para muitas

analises subsequentes, incluindo comparacdes filogenéticas, anota¢des funcionais,
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classificacdo de sequéncias, perfis filogenémicos e reconstrucdes metabodlicas (MEYER
et al, 2008).
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 1.422 sequéncias parciais do gene 16S rRNA. Todas as
sequéncias foram extraidas originalmente de sete amostras de solos sob diferentes
tratamentos como cultivo intensivo, pastagem e contaminados com 6éleo, em diferentes
regides do territério brasileiro. Todos os solos analisados apresentaram em comum 0
fato de terem sofrido algum tipo de intervencao antropica. As amostras utilizadas foram
inicialmente trabalhadas em diferentes pesquisas, realizadas por Val-ltoahesm
2009(135), Pedrinhet al. em 2009(76), Pereirat al. em 2006( 85), Jesw al. em
2009(79 crops)(80 pasture), Custyal. em 2011(1139), Paixaa al. em 2010(431) e
Pisaet al., em 2011(536)

3.1. Sequéncias de solos impactados
3.1.1. Origem das sequéncias SCG

Foram originalmente analisadas no trabalho “MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF BACTERIAL POPULATIONS OF DIFFERENT
SOILS”, Pereireet al. em 2006.

As amostras de solo foram coletadas na Fazenda Lagoa do Fogao, localizada na
cidade de Guaira, no norte do Estado de Sdo Paulo. Suas coordenadas geograficas sdo
latitude 20 ° 20 'S e longitude 48 ° 23 'W, com uma altitude de 500 metros. A média
anual de precipitacdo é 1,330 milimetros e as temperaturas médias podem variar em
minima de 17 ° C a 30 ° C maxima. A area cultivada estd em uso ha mais de d@z anos.
sistema aplicado € o cultivo direto com as culturas sucessivas de tomates ou feijdo no
inverno, de maio a junho, seguido pelo milho, a partir de agosto a setembro, e soja em
dezembro. A agricultura é bastante intensiva e faz uso de todos 0s recursos possiveis
(fertilizantes, pesticidas e irrigacéo) para a producdo durante o ano inteiro. O solo foi
classificado como "latossol@rmelho”. As suas caracteristicas fisicas e quimicas sao
apresentadas na Tabela 1. O DNA metagendmico foi utilizado em reac¢des de PCR para
a amplificacdo do gene 16S rRNA, usando primers especificos. A diversidade de
nucleotideos foi estimada a partir do nimero de posi¢cdes variaveis para as sequéncias

alinhadas em uma determinada biblioteca (Pegtigh, 2006). As sequéncias obtidas
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das analises metagenémicas do solo podem ser acessadas pelo Cdédigo GenBank
|AY734433.1| a |AY734310.1|, sendo em 85 sequéncias.

3.1.2. Origem das sequéncias SCLE

Foram originalmente analisadas no trabalho “AVALIACAO DO IMPACTO DO
LODO DE ESGOTO NA MICROBIOTA DO SOLO UTILIZANDO O GENE 16S
rRNA?”, Pedrinho et al. em 2009.

As amostras de solo foram obtidas de &reas da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria de Jaguarituna, SP, Brasil, localizada na latitude 22° 41" sul, longitude 47°
W e altitude de 570 m e classificadas como Latossolo Vermelho Distroférrico (textura
argilosa). As amostras foram submetidas a analises quimicas e granulométricas. O lodo
de esgoto utilizado no experimento foi obtido na Estacdo de Tratamento de Esgoto de
Barueri, SP, que trata esgoto domiciliar e industrial. A extracdo do DNA metagendémico
das comunidades microbianas de cada solo, a amplificacdo, o sequenciamento do gene
16S rRNA e a analise das sequéncias observadas foram realizados conforme proposto
por PEREIRA et al. (2006) e SILVEIRA et al. (2006) (Pedrinho et al., 2009). As
sequéncias obtidas do solo podem ser acessadas pelo Cédigo GenBank |[DQ084325.1| a
|DQ084251.1|, sendo 76 sequéncias.

3.1.3. Origem das sequéncias SHC

Foram originalmente analisadas no trabalBdVERSIDADE DE BACTERIAS
DO SOLO SOB VEGETACAO NATURAL E CULTIVO DEHORTALICAS”, Val-
Moraeset al. em 20009.

A coleta do solo supressivo foi realizada em uma mata situada na microbacia do
Corrego Taquara Branca, municipio de Sumaré (22° 49’ 13” S; 47° 16> 08” W), no
estado de Sdo Paulo e a supressividade dos solos foi avaliada pelo método do
crescimento do patégeno (Rhizoctonia solani) nas amostras de solo segundo Ghini;
Zaroni (2001). O solo conducente com cultivo comercial de hortalicas foi coletado na
mesma microbacia. As analises dos solos foram realizadas no Departamento de Solos e

Adubos da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, como pode ser
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observado na Tabela 1. As andlises quimicas de macronutrientes; micronutrientes, e
granulométricas com fracionamento de areia foram efetuadas de acordo com o
Programa de Controle de Qualidade Andlise de Solo - Sistema IAC. (RAIJ et al., 2001)
(Val-Moraeset al., 2009). As sequéncias obtidas do solo podem ser acessadas pelo
Caodigo GenBank |AY694570.1| a |AY694434.1|, sendo no total 135 sequéncias.

3.1.4. Origem das sequéncias SCA e SPA

Foram originalmente analisadas no trabalho “CHANGES IN LAND USE ALTER
THE STRUTURE OF BACTERIAL COMMUNITIES IN WESTERN AMAZON
SOILS”, Jesus et al., em 2009.

Os locais de coleta das amostras foi o0 municipio de Benjamin Constant, do Estado
do Amazonas, Brasil, entre as coordenadas geogréficas 41210 e 41260 para o sul e
691360 e 70110 oeste, ao longo do rio Solimdes. O clima na regido tem temperatura
média anual de 25,7 1C e precipitacdo média de 2562 milimetros. Inceptisols € o tipo de
solo predominante com Gleissolos e Alisols também encontrado (Coelho et al.,
2005). A taxa de desmatamento nesta regido € baixo devido principalmente a
dificuldade de acesso e baixa densidade populacional. Comunidades locais usam a terra
para corte e queima, e agricultura, no entanto, algumas areas de pastagens também
apresentam-se como uma consequéncia de politicas governamentais implementadas
durante a década de 1970. Amostras compostas foram recolhidas a partir de culturas e
pastagens em marco de 2004.Todos locais eram originalmente floresta
serrana. Espécies cultivadas nos locais de colheita foram cultivo de mandioca, milho,
banana, cana e abacaxi. As bibliotecas foram construidas para as amostras de pastagem
(Codigo GenBank. FJ037233-FJ037389) e culturas (Cbédigo GenBank FJ037390-
FJ037544), ao todo somam 159 sequéncias.

3.1.5. Origem das sequéncias de SCOL

Foram originalmente analisadas no trabalho “MOLECULAR ANALYSIS OF THE
BACTERIAL DIVERSITY IN A SPECIALIZED CONSORTIUM FOR DIESEL OIL
DEGRADATION”, Paixao et al., em 2010.
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O solo usado para a obtencdo da amostra foi coletado a partir de um local
contaminado localizado em Ribeirdo Preto, Estado de S&o Paulo (Brasil), a 21 ° 06 'S,
47 ° 49 'O, no passado, tinha uma indastria que fabricava lubrificantes automotivos. A
extracdo de DNA metagendmico foi feita a partir da amostra de solo e amplificacdo do
gene 16S Rna. As sequéncias obtidas podem ser acessadas pelo cédigo GenBank
FJ978048 a FJ978478, sendo 431 sequéncias.

3.1.6. Origem das sequéncias de SCC

Foram originalmentenalisadas no trabalho “DIVERSITY OF 16S RRNA GENES
FROM BACTERIA OF SUGARCANE RHIZOSPHERE SOIL”, Pisa et al., em 2011.

A area de estudo do qual foram obtidas as sequéncias foi a Estacdo Experimental da
Universidade Federal do Parana (UFPR), localizado na a cidade de Paranavai (23 °
05'30 "S/052 ° 29'04" W), Estado de Parana (Brasil). Foram coletadas amostras de solo
aderido as raizes de cana (Saccharum spp; ordem Poales; familia Poaceae), que foram
submetidos a fertilizacdo. O solo aderido as raizes de espécimes vegetais foi utilizado
para a amplificacdo do gene 16S rRNA e para construgéo da biblioteca. Um total de 1g
de solo de cada amostra foi utilizada para a extraccéo de acido nucleico. As sequéncias
obtidas podem ser acessadas pelo codigo GenBank HQD18044 a HQD18581, sendo

536 sequéncias.

3.2. Ferramenta Web: MG-RAST

Todas as sequéncias usadas neste trabalho foram submetidas a ferramenta Web
MG-RAST. O banco de dados adotado para esse trabalho foi o RDP database
disponivel dentro do MG-Rast. Os parametros selecionados foram valor para e-value,
que é a probalidade de ocorréncia de falsos positivos, e valor de identidade, que € o

numero de residuos similares identificados.

O valor maximo de corte para o e-value foi d&.IBal “nota de corte” foi
estabelecida de acordo com o padrdo aceito para uma primeira analise de sequéncias,
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em que sdo aceitos apenas e-values menores que e-5 e e-10. O valor minimo de

identidade foi de 60%, pois foi trabalhado com uma margem de erro aceita.

As sequéncias foram comparadas a outras sequéncias contidas em bancos de dados
explorados pelo programa. Diante da comparagéo feita pelo MG-RAST podemos obter
informacfes quantitativas das populacdes microbianas com base nos dados das

sequéncias.
3.2.1. Rarefacédo

A Rarefacdo € um método usado na comparacdo entre o numero de espécies e
comunidades quando o tamanho da amostra é diferente (MORENO, 2001). Tendo por
objetivo verificar se o esforgco amostral foi suficiente para representar a abundéancia e
inferir a diversidade das amostras.

A analise de rarefacdo serve para demonstrar se as amostras utilizadas neste trabalho
foram suficientes pra representar todas as comunidades bacterianas presentes nos solos.
A ferramenta MG-RAST fornece uma andlise de rarefacdo apenas em nivel de espécies,
tornando necesséario o sequenciamento de um maior numero de individuos para que a
andlise se torne mais robusta. Se a andlise fosse ao nivel de género e filo, provavelmente
as curvas seriam diferentes, porque é mais dificil obter toda a diversidade de espécies de
um ambiente do que obter toda a diversidade de géneros e filos de um determinado

ambiente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos as sequéncias foram calculados para metagenomas com o0s
seguintes codigos 4490035.3 (cultivo de cana - SCC), 4478966.3 (consorcio de Oleo
diesel - SCOL), 4487439.3 (solo cultivado da regido da Amazonia (SCA), 4487440.3
(solo de pasto da regidao da Amazonia - SPA), 4476476.3 (solo com cultivo de Isortalica
- SCH), 4488219.3 (solo contaminado com lodo de esgoto - SCLE), e 4476241.3 (solo
que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijao) (SCG)). Os dados foram comparados
com o banco de dados do RDP usando um valor maximo de le-5 para e-value, uma
identidade minima de 60%, e um comprimento minimo de alinhamento de 20
nucleotideos. Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1, para permitir a

comparacao de amostras de diferentes tamanhos.
4.1. Distribuicdo de Dominio

A primeira figura gerada diz respeito as bactérias que puderam ser classificadas. A
grande maioria foi classificada como bactéria como era esperada, no entanto, uma
pequena quantidade de sequéncias foi identificada como sendo pertencente ao dominio
taxondmico Eucaryota. Este resultado inesperado significa que essas sequéncias
provavelmente apresentavam baixa qualidade, pois s6 foram selecionadas sequéncias
provenientes do gene 16S rRNA, exclusivo de bactérias. Como os dados foram
coletados do genbank, somente foi possivel trabalhar com sequéncias fastas prontas,
sem acesso aos eletroferogramas o0 que possibilitaria fazer uma rigorosa analise da
qualidade das mesmas. Além disso, todas as sequéncias foram obtidas pelo método de

Sanger, que como qualquer tipo de sequenciamento também esta sujeito a falhas.
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Figura 1. Comparacéo da distribuicdo de dominio entre os metagenomas, repéia@gaograma web MG-RAST.
Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A amostra B© (e cana ) esta representada pela cor
azul; SCOL (consoércio de oleo diesel ) pela cor verde; SCA (solo cdtidfa regido da Amazénia pela cor
vermelha; SPA (solo de pasto da regido da Amazonia) pela cor roxa(s@tHcom cultivo de hortalicas ) pela cor
azul celeste; SCLE (solo contaminado com lodo de esgoto ) pelanacgla e SCG (solo que foi cultivado por

gréos (soja, milho, feijao)) pela cor marrom.

4.2 .Distribuicdo de Filo (Bactéria)

Observando a figura 2, referente a distribuicdo de filos do domécteria, o
mais representativo éRroteobacteria - cuja presenca foi constatada nas sete amostras
analisadas, sendo seguido dos filBgmicutes. Bacteriodetes, Acidobacteria e
Actinobacteria, respectivamente, estes presentes em cinco das sete amostras analisadas
no presente trabalho. Os ambientes que mais se destacaram foram SCC e SCOL,
respectivamente. Maiores detalhes sobre os filos encontrados podem ser observados no

Anexo 1.
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Figura 2. Comparacéo de Distribuicdo de Filo (Bactéria) entre os metagenomas. Ofodauiasormalizados para
valores entre 0 e 1. A amostra SCC (cultivo de cana) esta representada @gald &EOL (consércio de 6leo diesel)
pela cor verde; SCA (solo cultivado da regido da Amazbnia pelaecorlha; SPA (solo de pasto da regido da
Amazonia) pela cor roxa; SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul ce@@sEe;(Solo contaminado com

lodo de esgoto ) pela cor amarela e SCG (solo que foi cultivadpgus (soja, milho, feijao)) pela cor marrom.

4.2.1. FiloProteobacteria

O filo Proteobacteria € o maior e mais variado grupo de bactérias cultivadas,
apresentando uma grande diversidade metabdlica e morfologica, com aproximadamente

528 géneros ja descritos segundo Gastigl, (2004). Sdo muitas as fontes de obtencéo



31

de energia deste filo, como organismos quimiolitotréficos, quimiorganotroficos, e
fototroficos, entre outras vias metabdlicas (CANH®E! ., 1997).

Por apresentar tais caracteristicas, muitos estudos observaram sua presenca em
varios ambientes, porém ocorre mais frequentemente em solos cultivados, como
descritos por Pereira al. (2006). Como pode ser visto na figura 3, os ambientes que
obtiveram maior predominancia deste filo foram o SCOL e SCC, estes alcangaram um
valor muito significativo, j& que s&@o solos impactados por éleo diesel e cultivo de cana,
respectivamente com grande circulagdo de matéria organica, sendo assim um habitat

para diversas espécies de microrganismos.

Maiores detalhes desse filo podem ser observados na figura 3, onde € possivel
verificar que as classdgphaproteobacteria, Gamaproteobacteria e Betaproteobacteria
estdo presentes em todas as amostras, demostrando a grande diversidade referente a
Proteobacteria. Considerando as classAlphaproteobacteria e Gamaproteobacteria,
podemos observar na figura que os ambientes que mais se sobressairam foram
novamente SCC e SCOL, sendo o0s mais proximos do valor de 1. Em
Alphaproteobacteria sédo seguidos por SCA, que também esta em namero significativo
entre os demais, com 0.314 do valor de 1. Ja a dbatma oteobacteria ndo apresentou

grandes variacdes entre as amostras.
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Figura 3. Distribuicdo do Filo Proteobacteria. Os dados foram normalizadosalaras entre 0 e 1. A amostra SCC
(cultivo de cana) esta representada pela cor azul; SCOL (conséréleaddiesel ) pela cor verde; SCA (solo
cultivado da regido da Amazénia pela cor vermelha; SPA (solo de pasigifio da Amaz6nia) pela cor roxa; SCH
(solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (solo contangoad lodo de esgoto ) pela cor
amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéi@xpr marrom

Na distribuicdo de ordens eAlphaproteobacteria, visto na figura 4, que foi a classe

que mais se destacou na distribuicdo Rieteobacteria, verificamos que a ordem
Rhizobiales atinge a numeracdo maxima com a amostra SCOL, e ainda tendo sua
importancia destacada por estar presente em todas as amostras. O ambiente SCC atinge
um valor significativo, porém abaixo da média, com 0.389. $hingomonadales,

SCOL também se destaca atingindo 0.7, entre demais amostras presentes nessa ordem,
gue sdo SCC, ARR, SCA e SPA.
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Figura 4. Distribuicdo da Ordem (Alphaproteobacteria). Os dados foram normalipatbvalores entre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; S@&ar¢m de 6leo diesel ) pela cor verde;
SCA (solo cultivado da regido da Amazdnia pela cor vermelha; SRAdegasto da regido da Amazénia) pela cor
roxa; SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE ¢saminado com lodo de esgoto )

pela cor amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, neiifdo)¥ pela cor marrom

Em destaque a importancia da ordéthizobiales, a figura 5 ressalta a
importancia de SCOLMethylocystaceae é uma familia de bactérias que séo capazes de
obtencéo de carbono e energia a partir de metano, ela esta presente somente em SCOL,
chegando sua presenca ao valor maxifejerinckiaceae também esta presente
somente em SCOL, poréem em um alcance bem menor na figura comparado a
Methylocystaceae, pois chega a 0.123Phyllobacteriaceae tem sua presenca em SCOL
chegando a 0.738, sendo seguido dos solos SCA e SPA com valores idénticos de 0.123.
A terceira familia que também se destaca é Bradyrhizobiaceae, estando presente em
cinco ambientes, os quais sdo SCC, SCOL, SCH, SCLE e SCG.
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Figura 5. Distribuicdo de OrdemRpizobiales). Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A amostra
SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; SCOL (consdétem diiesel ) pela cor verde; SCA (solo
cultivado da regido da Amazénia pela cor vermelha; SPA (solo de pasigiflo da Amazonia) pela cor roxa; SCH
(solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (solo conttmioan lodo de esgoto ) pela cor
amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijél@xpr marrom.

Na figura 6 € ressaltada a presenca de apenas um género a familia
Bradyrhizobiaceae, o Bradyrhizobium. O género Bradyrhizobium, microrganismo
importante na fixagao bioldgica de nitrogénio prevalece atingindo valor maximo de um
em SCOL, seguido de SCC e SCLE, que atingiram 0.862 e 0.774, respectivamente. Ja
na figura 7, podemos observar a distribuicdo de espécies do d@adyohizobium,
onde destacamos a presenc¢doBlyr hizobium japonicum em trés solos em comum, o
SCOL, SCH e SCLEBradyrhizobium sp. RSB6 e Bradyrhizobium sp. SEMIA 6099
constam somente em SC@radyrhizobium sp. CCBAU 33039 somente em SCLE e
Bradyrhizobium.elkani somente em SCG.
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Figura 6. Distribuicdo de génerdB(adyrhizobiaceae). Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana) esté representada pela cor azul; SI@éré¢o de 6leo diesel ) pela cor verde; SCA
(solo cultivado da regido da Amazonia pela cor vermelha; SPA (splastte da regido da Amazonia) pela cor roxa;
SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (suimnginado com lodo de esgoto ) pela cor
amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéia)pr marrom.
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Figura 7. Distribuicdo de espécies (Bradyrhizobiur@®)s dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; S&@6ér¢m de 6leo diesel ) pela cor verde;
SCA (solo cultivado da regido da Amazdnia pela cor vermelha; &Hé\de pasto da regiao da Amazdnia) pela cor
roxa; SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE cfsakiminado com lodo de esggto

pela cor amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, neiido)¥ pela cor marrom.

4.2.2. FiloFirmicutes
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O filo Firmicutes esta presente em seis dos sete ambientes estudados, sendo estes
SCC, SCA, SPA, SCH, SCLE e SCG. O solo SCG, foi a amostra em que mais foi
constatada sua presenca. Lembrando que este € um solo que foi cultivado por diferentes
graos (feijao, milho e soja) em determinadas épocas, pode-se estimar que 0s
representantes deste filo se sobressairam por serem estrategistas “r”, cuja estratégia de
sobrevivéncia é sua rapida multiplicacdo no meio em que vive, quando ha nutrientes em
quantidades abundantes (ATLAS, 1999). Eles s&o encontrados em meios instaveis
caracterizados por varias transicdes. Os solos cultivados sofrem acdo antrépica
sucessivamente, como iSso provoca continuas mudangas na microbiota, 0 crescimento
de Firmicutes é favorecido (PEDRINH@t al.,2009). Como podem ser observadas na
figura 8, as classes predominantes nas cinco amostras foram Bacilli e Clostridia. Os
membros destas classes possuem a funcdo de fixacdo de nitrogénio, o que podem

promover o crescimento de determinadas espécies de pKOABIER et al., 2000).

Amostras

sccll

N scoL
Clostridia SCA -

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 SPA -
SCH

Bacilli

Figura 8. Distribuicdo de classes de Firmicutes. Os dados foram normalizados lpaes eatre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; S@Rér¢®m de 6leo diesel ) pela cor verde;
SCA (solo cultivado da regido da Amazdnia pela cor vermelha; SRAdEs@asto da regido da Amazdnia) pela cor
roxa; SCH (solo com cultivo de hortaligas ) pela cor azul celeste; SCLE csubiminado com lodo de esggto
pela cor amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, neiido)¥ pela cor marrom.

4.2.3. FiloBacteroidetes
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O filo Bacteroidetes também abrange seis ambientes, os quais sdo SCC, SCA,
SPA, SCH, SCLE e SCG. A amostra que mais se destacou foi SCC, seguido dos demais
ambientes. Bacteroidetes € composto por trés claBaeteroidetes, Flavobacteria e
Sohingobacteria. A classeBacteroidetes foi encontrada em SCA e SPA. Ja a classe
Flavobacteria teve constatada sua presenca em SCC, SCA, SPA, SCH. De acordo com
Kirchman (2002), esta classe € predominante em ambientes marinhos, como pode ser
observado na figura 9, no qual Flavobacteria predomina igualmente com 0.554 em SCA
e SPA, amostras que foram trabalhadas em conjunto, porém extraidas de cultivos
diferentes. Estas bactérias heterotroficas sdo consideradas fundamentais na captacéo e
degradacdo de matéria organica (VANTRAPRER ., 2004).

Sphingobacteria

Cutophagia

Amostras
Flavobacteria SCC -
SCOoL
Bacteroidia _~ -

seAll

SCH

unclassified (derived from Bacteroidetes) SCLE

o 44 02 03 04 o8 o8 o2 o8 4o 1 S

Figura 9. Distribuicdo de classes de Bacteroidetes Os dados foram norrsagtiaesloalores entre 0 e 1. A amostra
SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; SCOL (consdétem diiesel ) pela cor verde; SCA (solo
cultivado da regido da Amazénia pela cor vermelha; SPA (solo de pagigiio da Amazbnia) pela cor roxa; SCH
(solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (solo conttamioan lodo de esgoto ) pela cor

amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéi@xpr marrom

4.2.4. FiloAcidobacteria

Este filo esta presente em seis amostras das analisadas no presente trabalho, as
quais sdo SCC; SCA; SPA; SCH; SCLE e SCG. Em destaque na figura 10 em
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referéncia a este filo, temos a amostra SCC, cujo solo foi cultivado por cana de agucar
sob diferentes condi¢cdes de adubagé&o de nitrogénio. Este solo tinha como pH 5.2 e 5.1,
podendo ser uma possivel explicacdo para maior ocorréncia de Acidobactéria, j4 que a
presenca deste filo esta diretamente relacionada com o pH do sologtSA[T2006.

As Acidobactérias sdo componentes ecoldgicos de grande importancia nos
ecossistemas, sendo geralmente encontrados em amostras ambientais como fontes
termais, ambientes marinhos, terrestres e animais (BARN®AI., 2007), mas
principalmente em comunidades de solo (HUGENHOL&Zal., 1998), podendo
constituir de 30 a 50% do total da populacédo bacteriana obtida em distintas amostras de
solo (SILVEIRA et al., 2006). Este filo foi agrupado e denominado em estudos
realizados por Hirashi et al. (1995), utilizando o gene 16S rRNA, possuindo atualmente
trés representantes cultivaveis ( PEDRIN&t@l., 2009).

Acidobacteria (class)
Jnclassified (derived from Acidobacteria) SCA.

Solibacteres

Figura 10. Distribuicdo de classes dicidobacterias. Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana) esta representada pela cor azul; S@&dr¢mde dleo diesel) pela cor verde; SCA
(solo cultivado da regido da Amazdnia pela cor vermelha; SPA (splastte da regido da Amazonia) pela cor roxa,;
SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (sukndoado com lodo de esgoto ) pela cor

amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéia)pr marrom.

4.2 5. FiloActinobacteria

~

Na figura 2, referente a distribuicdo de Filos, podemos verificar que
Actinobacteria se fez presente em 6 solos, com maior abundancia em SCLE com 0.529;
com presenca igual para SCA e SPA com 0.111 e SCH, SCLE e SCG com 0.287, 0.312
e 0.176 respectivamente. Na figura 11, trés ordens foram referente a este filo,
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Actinomycetales, Bifidobacteriales e Rubrobacterales. Actinomycetales esta presente

em todos os solos exceto em SCOL, e ainda em SCC atinge valor maximo de um.
Bifidobacteriales esta presente somente em SCC com 0.436, esta ordem é considerada
um componente importante da microbiota devido ao elevado nivel de oligossacaridos
complexos disponiveis. A sua utilizacdo tem sido importante para a inibicdo de agentes
patogénicos no intestino, como suplemento alimentar e tratamentos doencas utdpicas
(MIQUELLETO et al., 2011).Rubrobacterales estd presente somente em SCG com um
indice de 0.218, esta ordem € conhecida por sua alta resisténcia a radiacdo ultravioleta e
ionizante, e, por conseguinte, exposta a radiacdo UV forte (COURAREAL) 2011).

As actinobactérias possuem especial importancia a industria farmacéutica por sua
capacidade ilimitada de produzir metabdlitos secundarios possuindo diversas estruturas
quimicas e atividades bioldgicas, sendo um mercado promissor para estudos de novas
drogas farmacéuticas. Juekal. (2000) observaram que, em solo contaminado 64 %
das bactérias pertenciam a orddwtinomycetales. A capacidade desse grupo de
microrganismo degradar hidrocarbonetos tem sido reportada na literatura indicando que
dispde de mecanismos de adaptacdo e que pode ser valioso para o desenvolvimento de

novas estratégias de biorremediacéo (BR&TA., 2006).
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Figura 11. Distribuicdo de Ordem dActinobacteria. Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana) esta representada pela cor azul; Sip&dar¢m de 6leo diesel ) pela cor verde; SCA
(solo cultivado da regido da Amazodnia pela cor vermelha; SPA (solstieda regido da Amazonia) pela cor roxa;
SCH (solo com cultivo de hortaligas ) pela cor azul celeste; SCLE (sdbngéoado com lodo de esgoto ) pela cor

amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéi@xpr marrom
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4.2.6. FiloVerrucomicrobia

Na figura 2 de distribuicdo de Filos, o fi@errucomicrobia atinge quatro solos,
sendo eles SCC, SCLE, SCH e SCG, com valores de 0.334 e 0.176 respectivamente por
dupla de amostras. Apesar de atingirem pouca evidéncia nos solos citados, foram
distinguidas trés classes predominantes deste filo nas analises,Spartdbacteria
predominante em SCG/errucomicrobiae em SCC, SCH, SCLE e SCG;Qpitutae
somente em SCLE. A evidéncia disponivel indica, portanto, que os membros do
filo Verrucomicrobia sdo um grupo bem distribuido, abundante e ativo de bactérias do
solo. Porém, muito pou®esabe sobre a biologia dos membros deste filo, a informacgéo
sobre suas funcdes e ecologia € baseado apenawrelacdes de sua abundancia, com
base no 16S rRNA e parametros ambientais (SANGWAN, 2005).
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Figura 12. Distribuicdo de Classes déerrucomicrobia. Os dados foram normalizados para valores entre O e 1. A
amostra SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; S@Bér¢®o de o6leo diesel ) pela cor verde;
SCA (solo cultivado da regido da Amazdnia pela cor vermelha; SRAds@asto da regido da Amazénia) pela cor
roxa; SCH (solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (stéongmado com lodo de esgoto )

pela cor amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, neiljdo)¥ pela cor marrom

4.2.7. FiloChloroflexi

Chloroflexi esta presente em quatro solos, os quais sdo SCC, SCH, SCLE € SCG
com 0.312, 0.258, 0.111, 0.222, respectivamente - como pode ser observado na figura 2
Na figura 13, sdo ressaltadas as classe€hderoflexi predominantes nestes solos,
como Ktedonobacteria, Chloroflexi  (class), Thermomicrobia (class) e

Dehal ococcoidetes.
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s

O Filo Chloroflexi € composto por espécies filamentosas que estdo comumente
presentes em lodo ativado de instalagcdes de tratamento de esgoto (KRAGEL&AIND
2007). E um organismo que sintetiza carotenoides, porém n&o possui quaisquer
informacfes detectadas em seu genoma sobre genes que possam estar presentes no
processo de biossintese da clorofila ou fotossintese. No entanto, muitos genes
possivelmente envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios foram encontrados
em seu genoma, deste modo é possivel que alguns genes possam conferir a capacidade

para fazer novos compostos (PS, U.S).

T —
Ktedonobacteria
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Figura 13. Distribuicdo de Classes @hloroflexi. Os dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A amostra
SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; SCOL (consdétemdliesel ) pela cor verde; SCA (solo
cultivado da regido da Amazénia pela cor vermelha; SPA (solo de pasigi#lo da Amazdnia) pela cor roxa; SCH
(solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (solo contantpad lodo de esgoto ) pela cor
amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéi@xpr marrom.

4.2.8. FiloPlanctomycetes

Planctomycetes esta presente em trés solos, SCH, SCLE, e SCG. Mesmo sendo em
um valor baixo possui maior predominancia em SCLE, com 0.176, o que confirma sua
abundancia ser mais destacada em ambientes aquaticos (AXELRQCED 2002).

Porém, desde sua descoberta em 1992, os membrBand®omycetes foram
encontrados em bibliotecas bacterianas geradas a partir de uma variedade de solos,
como solo cultivado, pastagem, floresta, tundra, e até mesmo em solos térmicos
(BUCKLEY et al., 2006). A escassez de informacdes disponiveis sobre
Planctomycetes, em soma com sua abundancia no s@etorna um alvo de muitas
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pesquisas sobre a diversidade microbiana dos mesmos. Na figura 14, podemos notar a
predominancia dePlanctomycetacia em somenteem SCLE, muito possivelmente
porgue o lodo de esgoto é proveniente de estacfes de trataimégta o que facilita a

presenca de microrganismos desta classe.

Planctonycetacia Amostras

0 0.4 0.2 0.3 04 0.5 0.6 07 0.8 0.9 1 SCLE

Figura 14. Distribuicdo de Classes &anctomycetes Os dados foram normalizados para valores entre 0O e 1. A
amostra SCLE (solo contaminado com lodo de esgoto) é represertadarenarela.

4.2.9. FiloNitrospirae

Nitrospirae, como visto na figura 2, somente presencia-se em um Unico solo, o SCLE,
com alcance de 0.176. Deste modo, temos este solo como uma regido de interesse para
extracdo de material para futuros estudos, ja Mjukospirae sdo bactérias nitrito-
oxidantes, sendo considerados o0s principais oxidantes de nitrito em estacfes de
tratamento de aguas residuais e de reatores em escala de laboratério (H&®BGER
2001).

4.2.10. FiloDictyoglomi

Dictyoglomi € um filo presente somente em SCG, possuindo um alcance de 8.111 n
figura 2. Mesmo havendo a classificacao deste filo na distribuicdo entre as amostras de
solos, ndo houve classificacbes posteriores como classes, familias ou géneros.
Possivelmente, por ainda ser um filo ainda pouco explorado pela comunidade cientifica,
mesmo sendo um filo bacteriano anaerobio termofilico caracterizado pela capacidade de
produzir enzimas uteis, tais como amilase, mananase, e xilanase (NISHI@A
2011).
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4.2.11. FiloSpirochaetes

Soirochaetes esta presente em trés solos, SCA, SPA e SCG, estes aparecem na mesma
proporcao, com um alcance de 0.111 de um. Mesmo havendo a classificagéo deste filo
na distribuicao de filos entre os solos citados, ndo houve classificacdes posteriores como
classes, familias ou géneros. E um filo que possivelmente ndo detém de uma grande
significancia em andlises do solo, ja que na literatura ndo se encontra quaisquer
informacBes neste sentido, pois somente é citado como um filo que contém espécies

patogénicas para humanos e animais (EGG&RIS, 2000).

4.2.12. FiloCyanobacteria

Cyanobacteria € um filo presente em dois solos, os quais sdo SCC e SCLE, possuindo
ainda o mesmo valor de alcance de 0.111. Mesmo havendo a classificacao deste filo na
distribuicdo de filos entre os solos citados, ndo houve classificacdes posteriores como
classes, familias ou géneros. Mas, possui uma interessante importancia ecotogica,
qual sdo consideradas como uma das principais provedoras de nitrogénio para cadeias
troficas dos mares, sendo ainda muito utilizada em pesquisas na alimentacdo humana e
producado de biocombustiveis (ORENal., 2004).

4.2.13. FiloTenericutes

Tenericutes € um filo presente em dois solos, os quais sdo SCC e SCLE,
possuindo ainda o mesmo valor de alcance de 0.111. Mesmo havendo a classificacédo
deste filo na distribuicdo de filos entre os solos citados, ndo houve classificagbes
posteriores como classes, familias ou géneros. Na literatura cientifica, ainda séo

escassas as fontes de informacgdes que possam trazer alguma importancia a este filo.
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4.3. Distribuicdo de Filo (ndo distribuido)

A figura 15 traz a distribuicdo de filo ndo distribuido, que ocorre pela néo
utilizacdo de parametros rigidos, pois os dados foram comparados usando um valor
maximo de le-5 para e-value, identidade de 20%, e comprimento de alinhamento de
20%, tais parametros sd@o considerados minimos. A escolha desses parametros foi
embasada no fato de sete das amostras serem sequenciadas pelo método de Sanger e
apresentar pequeno numero de sequencias levando-se em consideracdo as novas

tecnologias de sequenciamento utilizadas atualmente.

Amostras
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unassigned

Figura 15. Distribuicdo de Filo (ndo distribuidops dados foram normalizados para valores entre 0 e 1. A amostra
SCC (cultivo de cana ) esta representada pela cor azul; SCOL (conbiten diesel ) pela cor verde; SCA (solo
cultivado da regido da Amazénia pela cor vermelha; SPA (solo de pasigi@lo da Amazdnia) pela cor roxa; SCH
(solo com cultivo de hortalicas ) pela cor azul celeste; SCLE (solo conttimioan lodo de esgoto ) pela cor

amarela e SCG (solo que foi cultivado por gréos (soja, milho, feijéi@xpr marrom.
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4.4. Rarefacéo

Os solos sequenciados ha mais tempo apresentam um numero menor de sequéncias,
como SCOL, SCA, SPA e SCC, sendo o motivo 0s custos de sequenciamento da época,
guando comparados com solos provenientes de trabalhos mais recentes, como SCH,
SCG e SCLE, respectivamente. Portanto, os solos com menor numero de sequéncias
possivelmente foram prejudicados na amostragem de popula¢cdes. Deste modo, torna-se
ainda necessario o sequenciamento de um maior nimero de individuos para que a

analise se torne mais robusta.
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Figura 16. Curvas de rarefacéo para a riqueza estimada de espécies dos sete sal@glosigbtidas pela
ferramenta Web MG-Rast.



Curvas | Metagenoma | Diversidade
ScC 32,68
ScoL 16,39
SCA 20,89
SPA 20,89
SCH 60,93
SCLE 41,54
SCG 49,37

Tabela 1 Valores de diversidade de espécies de cada metagenomas geradel G-RAST.
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5. CONCLUSAO

Através da andlise dos resultados obtidos foi possivel concluir que:

1. Foi encontrado um total de 13 filos, sendo dhesteobacteria, Acidobacteria,
Firmicutes,  Verrucomicrobia,  Actinobacteria,  Bacteroidetes,  Chloroflexi,
Planctomycetes, Spirochaetes, Tenericutes, Nitrospirae, Cyanobacteria e Dictyoglomi.

2. O FiloProteobacteria estava presente em todas as amostras ambientais.

3. O presente trabalho permitiu a identificacdo dos fdmsochaetes, Tenericutes e

Cyanobacteria, que em trabalhos anteriores ndo haviam sido identificados.

6. CONSIDERACOES FINAIS

- O tipo de atividade antrépica sobre o0 solo promoveu um padrdo de arranjo entre 0s
filos encontrados no presente trabalho.

- O filo Proteobacteria apresentou grande diversidade com muitas espécies,
provavelmente por serem estrategistas “k”, em que adaptam-se com grande facilidade

competindo melhor por nutrientes.

Recomendacdes a futuros trabalhos

- E de sugestdo a trabalhos que venham a ser realizados com objetivos semelhantes o

uso de um nuamero maior de sequéncias para cada amostra, visando um resultado de

maior qualidade e abrangéncia.
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