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RESUMO

Dinamica do microbioma da rizosfera de Mandacaru na Caatinga

O atual cenario mundial das mudancas climaticas, somado ao aquecimento global e
ao aumento das areas em processo de desertificacdo tem impactado diretamente nos padrdes
de producdo agricola. A Caatinga € um bioma que sé ocorre no Brasil e possui um clima
semiérido, quente e de baixa pluviosidade, sendo que na estacdo seca a temperatura do solo
pode chegar até 60°C. A Caatinga apresenta uma grande riqueza de ambientes e espécies, e
boa parte dessa diversidade ndo é encontrada em nenhum outro bioma. Uma caracteristica
muito peculiar da Caatinga é a existéncia de duas estagdes bem contrastantes durante o ano,
0 inverno caracterizado por ser a estacdo da chuva e o verdo a época da seca. A vegetacdo
¢ composta por Euforbiaceas, Bromeliaceas e Cactaceas, dentre as quais destacam-se 0
Cereus jamacaru (mandacaru), Pilosocereus gounellei (xique-xique) e Melocactus sp.
(cabeca-de-frade). O mandacaru planta que sobrevive as altas temperaturas e baixa
disponibilidade de &agua da Caatinga possui adaptagdes morfoldgicas estruturais que
contribuem para a sobrevivéncia da mesma. Além dessas adaptacbes a comunidade
microbiana da rizosfera foi estudada para descobrir quais micro-organismos presentes nesse
ambiente auxiliam na manutencdo do hospedeiro frente a essas condi¢cdes adversas. Assim
como, quais grupos e fungdes sdo mais abundantes nessas condigdes. Nesse estudo foi feito o
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e do DNA total da rizosfera de mandacaru. A
comunidade bacteriana foi bem representada pelos filos Actinobacteria, Proteobacteria e
Acidobacteria, sendo que o filo Actinobacteria foi mais abundante na seca de acordo com o
sequenciamento metagenémico e o filo Acidobacteria foi mais abundante no periodo de
chuva. Em geral o sequenciamento do gene 16S rRNA, indicou que Actinobacteria e
Proteobacteria sdo os filos mais abundantes e os genes relacionados as funcGes de resisténcia
a doencas foram mais abundantes na estacdo seca, enquanto genes relacionados ao
metabolismo do nitrogénio foram mais abundantes durante o periodo chuvoso, revelando
assim, um pouco do potencial que o microbioma da rizosfera de mandacaru possui para
auxiliar a planta hospedeira.

Palavras-chave: Caatinga; Metagenoma; Rizosfera; Comunidade bacteriana
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ABSTRACT

Dynamics of mandacaru rhizosphere microbiome in the Caatinga

The present world scenario of climate change, global warming and the increase in
areas undergoing desertification, have directly impacted on current patterns of agricultural
crop production. The Caatinga is a specific Brazilian biome because of its semi-arid climate,
hot and low rainfall, and the temperature that reaches the 60°C in the dry season. The
Caatinga has a huge biodiversity and much of its diversity is not found in any other biome. A
peculiar characteristic of the Caatinga biome is the occurrence of two very contrasting
seasons during the year, the winter which is characterized by a rainy season and summer the
dry season. The vegetation is composed by Euphorbiaceae , Bromeliaceae and Cactaceae,
represented by Cereus jamacaru (Mandacaru) Pilosocereus gounellei (xique-xique) and
Melocactus sp. (head-to-brother). Mandacaru is the plant that can survive through the
specifics climate conditions of the Caatinga biome such as high temperatures and low water
availability and this is probably due to some structural and morphological adaptations that
contribute to its survival. Therefore, we assessed which microorganisms are associated with
the plant rhizosphere, and which microbial groups contribute to the maintenance of the host
throughout these adverse conditions. Also, we identified which are the most abundant
microbial groups in these conditions and which microbial functions are more abundant in
both evaluated seasons. Thus the present study assessed the mandacaru rhizosphere
microbiome through a partial 16S rRNA gene sequencing and metagenomic sequencing. The
bacterial community was well represented by the phyla Actinobacteria, Proteobacteria and
Acidobacteria. The Actinobacteria was the most abundant microbial phyla in the dry season
according to shotgun sequencing while the Acidobacteria was the most abundant microbial
phyla in the rainy season. Overall, the 16S rRNA sequencing indicated that Actinobacteria
and Proteobacteria were the most abundant groups and additionally, and genes related to
disease resistance functions were more abundant in the dry season. Genes related to nitrogen
metabolism were more abundant during the rainy season revealing some of the potential
traits that the mandacaru can explore from its microbiome.

Keywords: Caatinga; Metagenome; Rhizosphere; Bacterial community
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1 INTRODUCAO

O atual cenario climatico do Brasil, em razdo do aumento progressivo da
concentracdo de gases de efeito estufa e aumento das temperaturas, indica que dentro de
algumas décadas o Norte-Nordeste brasileiro se tornard ainda mais seco. Isto, somado ao
aumento das areas em processo de desertificacdo, causara um impacto direto nos padrées de
producdo agricolas atuais. As chuvas e as elevadas temperaturas interagem de modo que
causam constantes mudangas no solo, aumentando assim as &reas em processo de
desertificacdo de alguns biomas.

O bioma é um conjunto de vegetacdo que abrange areas continuas com flora e fauna
e sdo definidas pelas condic@es fisicas predominantes nas regides. Esses aspectos climaticos e
geograficos fazem com que um bioma apresente uma diversidade bioldgica propria do local.

Na regido do nordeste do Brasil, conhecida pela sua biodiversidade, se destaca o
bioma da Caatinga, que ocupa cerca de 8% do territdrio do pais (GIULIETTI et al., 2006).
O nome Caatinga é de origem indigena e significa “mata clara e aberta”. E um bioma
exclusivamente brasileiro, sendo considerado um patriménio biolégico, sendo o principal
da Regido Norte.

A Caatinga compreende aproximadamente uma area de 935 mil km? distribuidas no
Piaui, Maranh&o, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia
e Minas Gerais (SAMPAIO et al., 2007). A area do bioma Caatinga e a regido dos pontos de
estudo podem ser observados na Figura 1.

Deste modo, tendo em vista a importancia do bioma Caatinga, que ainda é pouco
estudado, foram utilizados métodos independentes de cultivo para estudar a dindmica e a
estrutura da comunidade microbiana em amostras de rizosfera de mandacaru (Cereus
jamacaru) cacto tipico da regido da Caatinga do semiarido brasileiro, em dois periodos
distintos: periodo de seca e periodo de chuva.

Considerando a grande importancia dos micro-organismos em todos 0s sistemas
biologicos, torna-se essencial o conhecimento da riqueza de informagdo presente nos
diferentes biomas. Além disso, entender as interacdes de plantas com micro-organismos
presentes na rizosfera de um ambiente tdo desfavoravel, como é o caso do semiarido
brasileiro, pode ajudar na preservacdo destes ambientes e na descoberta de novas alternativas

para tolerar a seca.



22

Nordeste
B Caatinga
B Petrolina

Figura 1 — Mapa do Brasil com representacdo da regido nordeste, limites do bioma Caatinga e
localizagdo do municipio de Petrolina, local de estudo
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aquecimento global e desertificacéao

Em decorréncia das mudangas climaticas globais, a Organizacdo Meteorologica
Mundial (OMM) e a United Nations Environment Programme (UNEP) criaram o IPCC
(Intergovernamental Panel on Climate Change) em 1988 (ASSAD et al., 2004). De acordo
com o IPCC, no século XX, houve um aumento de 0,65°C na média da temperatura global,
sendo este mais pronunciado na década de 90. Quanto a precipitacdo, 0 aumento variou de
0,2% a 0,3% na regido tropical, compreendida entre 10° de latitude Norte e 10° de latitude
Sul. As causas dessas variagdes podem ser de ordem natural, antropogénica ou a soma das
duas (IPCC, 2007).

Com o aquecimento global, espera-se um cenario de clima mais extremo com secas,
inundacdes e ondas de calor mais frequentes (SALATI, 2004). A elevacdo na temperatura
aumenta a capacidade do ar em reter vapor d’agua e, consequentemente, ha maior demanda
hidrica. Em resposta a essas alteracfes, 0s ecossistemas de plantas poderdo aumentar sua
biodiversidade ou sofrer influéncias negativas (ASSAD et al., 2004).

Culturas tolerantes a altas temperaturas provavelmente serdo beneficiadas até o seu
limite proprio de tolerancia ao estresse térmico. Nas plantas, o aumento da temperatura é
diretamente proporcional a atividade fotossintética. As reacdes catalisadas enzimaticamente
podem ser aceleradas, resultando na perda da atividade das enzimas, fator este associado a
tolerancia das plantas ao calor (ASSAD et al., 2004).

O EI Nifio é o aquecimento anormal das aguas superficiais do Pacifico Equatorial,
uma alteracdo oceanica e atmosférica que afeta o regime de chuvas em boa parte do planeta.
No Brasil esse fendmeno tende a provocar secas no Norte e Nordeste e intensificar a
pluviosidade no Sul. Simulagdes feitas com o Besm (Modelo Brasileiro do Sistema Terrestre)
mostraram que o hipotético desmatamento total da Amazénia aumentaria a intensidade dos El
Nifos e reduziria a precipitagdo anual sobre a regido Norte em até 40% (Fundacdo de Apoio a
Pesquisa de Sao Paulo (FAPESP, 2013).

Os cientistas da NASA e uma equipe internacional de pesquisadores descobriram
que ecossistemas tropicais podem gerar dioxido de carbono significativamente quando as
temperaturas aumentam, ao contrario de ecossistemas em outras partes do mundo ( National
Aeronautics and Space Administration (NASA), 2013). O Nordeste do Brasil esta sofrendo a
pior seca dos Ultimos cinquenta anos, ameacando o abastecimento de 4gua em mais de 1.100
cidades (EARTHWEEK, 2012). Em todo 0 mundo, 0 ano de 2012 esteve entre 0s dez anos
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mais quentes j& registrados. O semiarido vive hoje o segundo ano do periodo de seca, iniciado
em 2011, o qual pode se prolongar por tempo indeterminado (FAPESP, 2013).

Esses dois anos de seca causaram a morte de rebanhos e prejudicaram culturas de
milho e algoddo e a producdo de cana de acUcar regional diminuiu cerca de 30% (FIRE
EARTH, 2013). O acesso a agua potavel foi precério para quase 22 milhdes de brasileiros que
vivem na regido semidrida e sofrem os impactos da maior estiagem dos ultimos 50 anos. Para
tentar conter os efeitos da situacdo historica, mais de 1 milhdo de pessoas foram beneficiadas
com a Bolsa Estiagem, auxilio financeiro para agricultores e familias dos municipios em
situacdo de emergéncia ou calamidade, além da construgdo de novas cisternas (FIRE EARTH,
2013).

De acordo com o primeiro Relatério de Avaliacdo Nacional (RAN1) do Painel
Brasileiro de Mudancas Climaticas (PBMC) apresentado em agosto de 2013, o clima no
Brasil devera ser mais quente nas proximas décadas devido o aumento gradativo e variavel da
temperatura média em todas as regides do pais entre 1°C a 6°C até 2100 (FAPESP, 2013) e a
ocorréncia de chuvas devera diminuir significativamente em grande parte das regides Central,
Norte e Nordeste e aumentar nas regides Sul e Sudeste.

Eventos extremos de seca e estiagens prolongadas, principalmente nos biomas da
Amazonia, Cerrado e Caatinga devem aumentar e essas mudancgas devem se acentuar a partir
da metade e no fim do século 21. A temperatura da Caatinga deverd aumentar entre 0,5°C e
1°C e as chuvas diminuirdo entre 10% e 20% até 2040. Até o final do século, a temperatura
do bioma Caatinga devera aumentar entre 3,5°C e 4,5°C e a ocorréncia de chuva diminuir
entre 40% e 50%, acelerando o processo de desertificagdo (FAPESP, 2013).

As mudangas nos padrdes de precipitacdo nas diferentes regides do pais, causadas
pelas mudancas climaticas, terdo impactos direto na agricultura, na geracdo e distribuicdo de
energia e nos recursos hidricos, ja que a dgua deve se tornar mais rara nas regides Norte e
Nordeste e mais abundantes no Sul e Sudeste.

No atual cenario das mudancas climéticas esta havendo alteracdes nos padrbes de
producdo agricola, principalmente considerando a inevitavel reducdo da agua utilizada para
irrigacdo, além do aumento das areas em processo de desertificagdo. Neste contexto,
como sugerido por Kavamura et al. (2013a), a utilizacdo de micro-organismos tolerantes a
seca e que sejam capazes de promover o crescimento e a protecdo de plantas sob estresse
hidrico, apresenta-se como uma alternativa para diminuir o impacto dessas mudangas no
ambiente.

Dessa forma, o acesso ao microbioma da rizosfera de mandacaru nas condigdes
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climéticas da Caatinga representa uma estratégia para a descoberta de micro-organismos e
moléculas de potencial biotecnoldgico, além de elucidar questdes relacionadas em como o

microbioma suporta a vida do hospedeiro em condi¢des extremas.

2.2 O bioma Caatinga
Na Caatinga, o clima é semiarido, quente e de baixa pluviosidade (média entre 250 e

800 mm anuais), com temperaturas médias anuais compreendidas entre 24°C e 27°C, sendo
que na estacdo seca a temperatura do solo pode chegar até 60°C (SAMPAIO; RODAL, 2000).
Segundo Giulietti et al. (2006) ha uma grande variacdo na precipitacdo anual para a zona
semidarida e costeira, oscilando respectivamente de 300 a 2000 mm.

Essas condicdes particulares sdo as responsaveis pela grande diversidade de tipos de
vegetacdo que caracterizam o semiarido (GIULIETTI et al., 2006). A biodisponibilidade de
agua em ambientes aridos é primeiramente determinada pela precipitacdo e evaporacdo, mas
também € influenciada pelo nivel de solutos presentes no substrato (POINTING; BELNAP,
2012).

Uma caracteristica muito peculiar da Caatinga é a existéncia de duas estacGes bem
contrastantes durante o ano, o inverno e o verdo. De acordo com Maia (2004), o inverno é
caracterizado por ser a estagdo da chuva, ocorrendo de trés a cinco meses, com chuvas
irregulares, torrenciais e de pouca duracgdo, e a época da seca, ou seja, 0 verdo, praticamente
sem chuvas e que dura em torno de sete a nove meses. As duas estagdes acentuam contrastes
da Caatinga, um dos fendmenos mais interessantes desse bioma. Na seca ela se encontra
despida, cinzenta e espinhosa, enquanto no periodo chuvoso apresenta um aspecto verde,

encoberta de uma significativa quantidade de pequenas folhas (Figura 2).

Figura 2 - Transicdo entre o periodo seco e chuvoso na Caatinga, A) Caatinga no periodo seco e B)
Caatinga no periodo chuvoso. Fonte: http://www.acaatinga.org.br


http://www.acaatinga.org.br/
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A Caatinga apresenta uma grande riqueza de ambientes e espécies, e boa parte dessa
diversidade ndo é encontrada em nenhum outro bioma. A seca, a luminosidade e o calor
caracteristicos dessas areas resultam em uma vegetacdo de savana estépica, espinhosa e
decidual.

A vegetacdo é constituida por muitos exemplares da familia Cactaceae. Estas plantas
possuem mecanismos adaptativos e sdo consideradas xerofitas, sendo as que habitam areas
menos secas da Caatinga, denominadas hipoxerdfilas e as de areas muito secas,
hiperxerofilas (SA et al., 2003).

As plantas e os animais da Caatinga apresentam propriedades diversas que lhes
permitem viver nessas condicdes desfavoraveis. Além disso, o conjunto das interacGes entre
eles é adaptado de maneira que as plantas, os animais e as suas relacées, formem um bioma
especial e Unico no planeta. Dessa maneira, observam-se inimeras interacGes entre 0s seres
vivos da Caatinga que permitem que o bioma total se mantenha e todos os seres que dele
fazem parte possam viver, mesmo em condi¢bes desfavoraveis (extremas). Ainda
conhecemos pouco sobre toda essa “rede de interagdes” na Caatinga, mas sabemos que, se
interrompermos essa rede, a estabilidade do sistema diminui.

Nos Ultimos anos, as a¢fes antrdpicas degradadoras, tem intensificado as erosdes e
0 aumento de déficit hidrico do solo, contribuindo para o processo de desertificacdo
(TRIGUEIRO et al.,, 2009). Essa desertificacdo pode levar ao empobrecimento de
ecossistemas aridos, semiaridos e subumidos secos, ocasionando a reducdo da produtividade
vegetal e aceleracdo da degradacdo do solo. No semidrido Nordestino, causas naturais e
antropicas, tem aumentado a desertificacdo em até 60% (BRASIL, 2004).

As mudancas climaticas que vém acontecendo podem fazer com que essas regides
tornem-se ainda mais secas. Dos ecossistemas originais da Caatinga, 80% foram alterados, em

especial por causa de desmatamentos e queimadas (NUNES et al., 2010).

2.3 A vegetacao da Caatinga
A vegetacdo da Caatinga é constituida por diferentes padrdes, que variam desde a

estrutura de uma floresta, constituida de arvores, muitas vezes com espinhos, caducifdlias e
semicaducifdlias, com sub-bosque de arbustos caducifdlios e ervas anuais onde predominam
principalmente as leguminosas, até as Caatingas semi-arbustivas, com predominancia de
Euforbiaceas, Bromeliaceas e Cactaceas.

As Cactacias podem ser encontradas no sudoeste dos Estados Unidos e México,
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leste do Brasil e nos Andes Sul-Americanos (TORREZ-CORTES et al., 2012). Esse tipo de
vegetacao apresenta tais evolugdes adaptativas: perda ou reducéo de folhas; transformacéo do
cortex e medula em tecido proprio para 0 armazenamento de agua e ramos laterais
modificados em espinhos centrais e radiais (aréolas). O tronco pode ser cilindrico ou colunar,
com ou sem ramifiagdes, segmentados ou ndo, podendo ainda serem globosos (PEREIRA et
al., 2003).

Dentre as cactaceas, a tribo Cereeae possui grande representabilidade no Brasil,
sendo distribuidas principalmente no Nordeste (CORTEZ, 2007). Podem ser arbustivos ou
arbéreos, com troncos ndo segmentados, alongados ou globosos, estriados e com muitos
espinhos. As flores nascem lateralmente, podendo ser noturnas ou diurnas e os frutos sao
carnudos (ANDERSON, 2001) (Figura 3).

Figura 3 - Flores e frutos laterais da espécie Cereus jamacuru (mandacaru). Foto; John Philip
Medcraft

Na Caatinga, ocorrem cinguenta e oito espécies de cactaceas ja descritas, das quais
guarenta e duas sdo endémicas. Entre elas, os principais géneros sdo: mandacaru (Cereus
jamacaru), xique-xique (Pilosocereus gounellei), coroa-de-frade (Melocactus sp) e palma
(Tacinga) (ASSOCIACAO CAATINGA) (Figura 4).
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Figura 4 — Foto do mandacaru (A), coroa de frade (B) e palminha (C)
Fonte: http://www.acaatinga.org.br.

O Cereus jamacaru, popularmente conhecido como mandacaru, € um cacto
caracteristico da regido semiarida do Brasil e extremamente resistente a longos periodos de
seca. O xique-xique é encontrado em afloramentos rochosos e solos pedregosos, mais
especificamente na Caatinga de lajedo (TAYLOR; ZAPPI, 2004). E uma espécie colunar e
possui forma de candelabro, sendo de estatura baixa e por vezes podendo alcancar de 3 a 4
metros de altura (GORELICK, 2009) (Figura 5).

Figura 5 - Cacto Pilosocereus gounellei (xique-xique) (A e B). Observe o aspecto de candelabro. Foto;
Jair Ferraz

De acordo com Barbosa (1998), o cacto coroa-de-frade ou também chamado de
cabeca-de-frade possui caule globoso na forma de cone e pode chegar até 22 centimetros de
altura, possuindo dez arestas com aréolas de espinhos dispostos em grupos de cinco a sete,

com flores vermelhas e fruto rosado em forma de baga (Figura 6).
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Figura 6 — Coroa-de-frade ou cabeca-de-frade. Foto: Willamy Galvao

Estima-se que o0s micro-organismos e invertebrados constituem quase 90% dos
seres vivos na terra e desempenham um papel fundamental no funcionamento do
ecossistema (LINS; ARAUJO, 2011). Entretanto se conhece menos de 1% das bactérias e
menos de 5% de fungos, se fazendo necesséria a bioprospeccdo para o conhecimento da
microbiota dos ecossistemas, com destaque atualmente para o bioma da Caatinga (PRADO,
2008).

2.4 O mandacaru

Uma das espécies vegetais abundantes e mais importantes da Caatinga é o
mandacaru, que se espalha nas areas mais secas da regido semiarida do Nordeste, em solos
rasos, em cima de rochas e se multiplica regularmente, cobrindo extensas areas da Caatinga
(LIMA, 1996; MAIA, 2004). Sua distribuicdo ocorre principalmente nos estados do Ceara,
Rio Grande do Norte e Bahia.

Essa planta perde pouca agua devido a forma do seu caule, que é grosso e elipsoide,
por ser desprovido de folhas, reduzindo a superficie de evaporacdo do vegetal e por possuir
uma cuticula espessa que reveste os ramos, tornando-a capaz de armazenar uma grande
quantidade de 4agua no seu interior. Suas raizes também sdo importantes para 0
aproveitamento de agua, pois absorvem com facilidade todo o recurso hidrico a sua volta.
Em funcdo disso, mantém-se verde e bem adaptado ao clima em que vive durante as
estiagens, diferentemente das outras plantas. O tronco do mandacaru possui de quatro a seis
costelas chanfradas, dois a quatro espinhos centrais, podendo medir de 8 a 20 centimetros de
comprimento e de cinco a sete espinhos radiais de 1,5 centimetros de comprimento
(ANDERSON, 2001).


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=Cyf0VfLBNPs4SM&tbnid=JUuje-K8uZLcHM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.ocruzetense.com%2F2012_04_01_archive.html&ei=DvDDUoiXK4nV2AWjgoHADw&bvm=bv.58187178,d.b2I&psig=AFQjCNFZqHzReTtDVLs_rMNCnDvxwoZDeg&ust=1388659034935051
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O mandacaru é de grande importancia para a sustentabilidade e conservacdo da
biodiversidade da Caatinga, pois seus frutos sdo alimentos para péssaros e animais silvestres,
e em periodos de seca, esta cacticea € largamente utilizada pelos agricultores para
alimentacdo dos animais (CAVALCANTE; RESENDE, 2007) e para suportes forrageiros dos
ruminantes (SILVA et al., 2005). Segundo Agra et al. (2008), suas raizes e 0 seu caule
também sdo utilizados para fins medicinais, visto que melhoram males do coracdo, doengas

respiratorias e renais.

2.5 Interagdes entre micro-organismos e plantas

Os beneficios econdmicos estdo relacionados com a descoberta de micro-organismos
potencialmente exploraveis nos processos biotecnoldgicos para: novos antibioticos, produtos
quimicos, enzimas e polimeros para aplicacdes industriais e tecnoldgicas, biorremediacao,
biolixiviagdo, otimizacdo da capacidade microbiana para a fertilizacdo dos solos e
despoluicdo das &guas, biosensores, controle bioldgico de pragas e vetores, inddstria
alimenticia, entre outros (CANHOS; MANFIO, 2012).

O sucesso dos processos biotecnoldgicos esta diretamente relacionado com a
diversidade dos micro-organismos e das moléculas que eles produzem como resultado do
metabolismo priméario e secundario, bem como com a conservacdo dos recursos genéticos
que eles fornecem (OLIVEIRA et al., 2009).

Muitos estudos sobre as interacdes entre plantas e micro-organismos da rizosfera
concentram-se em patdgenos, rizébios simbidticos e fungos micorrizicos, ndo apresentando
nenhuma evidéncia que outros grupos de micro-organismos possam afetar o crescimento e até
mesmo a sobrevivéncia das plantas.

Algumas pesquisas mostram que as plantas podem recrutar ativamente micro-
organismos benéficos do solo em sua rizosfera para neutralizar ataques de patdégenos ou ainda
na ocorréncia de doencas do solo, uma propriedade conferida pela microbiota com
mecanismos ainda desconhecidos (MENDES et al., 2011).

Conforme Brasil Junior et al. (2002) uma mesma populacdo microbiana que participa
de uma mesma transformacgdo bioquimica de compostos do meio ambiente, € caracterizado
como um grupo funcional. Os grupos funcionais se concentram no solo da rizosfera, podendo
promover ou inibir o crescimento da planta de acordo com as condi¢des ambientais.

A planta pode modificar as caracteristicas quimicas do solo nas regiGes proximas
das raizes, podendo estas, ocorrerem através dos fragmentos descascados da superficie das

raizes e dos exsudatos radiculares, enriquecendo o solo com uma variedade de compostos
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organicos modificando a atmosfera radicular, a absorcéo de nutrientes, a concentragédo de sais
e até mesmo o consumo de agua, reduzindo assim a umidade, entre outros (NIELSEN;
ELSAS, 2001).

Diversas bactérias que vivem na rizosfera (rizobactérias) tem a capacidade de
promover o crescimento de plantas. Essas bactérias promovem o crescimento das plantas
por meio de fitoestimulacdo e/ou biofertilizacdo (KUMAR et al., 2011). Este efeito é
atribuido a producédo de substancias reguladoras de crescimento, a producdo de antibioticos e
sideroforos, mineralizacdo e solubilizacdo de nutrientes como o fosforo e fixacdo de
nitrogénio (HARDOIM et al., 2008).

As rizobactérias promotoras de crescimento podem ser divididas de acordo com o
seu grupo funcional, sendo estes: bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB),
bactérias biocontroladoras promotoras do crescimento de plantas (Biocontrol-PGPB) e
bactérias reguladoras de estresse em plantas (PSHR) (CASSAN et al., 2009).

Os mecanismos utilizados pelas plantas podem ser diretos ou indiretos (SARAF et
al., 2011). Os mecanismos diretos afetam diretamente o metabolismo vegetal, sendo alguns:
producdo de fitohormonios, solubilizacdo de fosfatos, fixacdo de nitrogénio atmosférico e
producdo de sideroforos (KAVAMURA, 2012). Os mecanismos indiretos requerem a
participacao de processos metabolicos defensivos da planta, como: antibiose pela producéo de
volateis, competicdo, parasitismo com a produgdo de enzimas, indugdo de resisténcia
(PODILE; KISHORE, 2007) entre outros.

Dentre as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, as do género
Pseudomonas spp. sdo as mais estudadas, principalmente, devido a sua grande capacidade de
suprimir patégenos de solo, de ocorrerem de forma natural e com populacdo elevada, de
serem nutricionalmente versateis e possuirem habilidade de crescer em diversas condi¢Ges
ambientais, de produzirem uma grande variedade de antibidticos, sideréforos e horménios de
crescimento vegetal.

As rizobactérias do grupo fluorescente (P. fluorescens-putida) possuem um
metabolismo versatil, podendo utilizar varios substratos liberados pelas raizes e também
moléculas xenobidticas que atingem a rizosfera (MELO, 2001; DANTAS et al., 2009).

Estudos evidenciaram alteracdes nas populacGes bacterianas na rizosfera de milho,
trigo, feijdo e soja promovida por operacGes de uso e manejo do solo, aumentando as
densidades das populacdes de actinobactérias e de bactérias resistentes a antibioticos
(BALDANI et al.,, 1982; PEREIRA et al.,, 1999). Assim sendo, estes micro-organismos

podem ser utilizados para biofertilizacdo, fitoestimulacdo e biocontrole (BLOEMBERG,;
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LUGTEMBERG, 2001) com aplicacdes voltadas para a agricultura e recuperagdo ambiental
(LUCY etal., 2004).

Sabe-se que 0s micro-organismos associados as raizes das plantas que crescem nas
condicbes de alta temperatura e baixa disponibilidade de agua também desenvolveram
mecanismos de adaptacdo para sobrevivéncia as condigdes adversas. Porém ainda existe
pouco conhecimento sobre a microbiota da rizosfera de plantas de regides extremas
(TORRES-CORTES et al., 2012).

2.6 Micro-organismos de solo em regides secas

Os organismos com habilidades de suportar condi¢fes que do ponto de vista humano
sdo extremas, foram primeiramente observados e denominados de extremofilos por MacElroy
em 1974. A maioria dos extremofilos sdo micro-organismos e atualmente, existem varias
defini¢Ges de acordo com a fisiologia de cada grupo.

Sendo assim, h& aqueles que crescem em ambientes com pH elevado (alcalifilicos);
em materiais rochosos (endoliticos); em altas concentracdes salinas (halofilicos); ha os que
dependem de poucos nutrientes para seu crescimento (oligotroficos); com relacdo a
temperatura, ha aqueles em que a temperatura ideal de crescimento € menor ou igual a 15°C
(psicrofilicos) ou maior ou igual a 80°C (hipertermofilicos); os que toleram altos niveis de
metais pesados (metalotolerantes) e 0s micro-organismos que conseguem crescer em
ambientes com baixa disponibilidade de agua (xerofilicos ou xerotolerantes) (HORIKOSHI,
2007).

Os xerofilicos sobrevivem com apenas uma baixa atividade de agua, enquanto 0s
xerotolerantes crescem até na auséncia de dgua (GRANT, 2004). Segundo Manzoni et al.
(2012), os fungos sdao mais xerotolerantes quando comparados com bactérias e por isso sdo
bem estudados nessa caracteristica.

Ainda ha poucos estudos relacionando 0s micro-organismos existentes em locais
aridos e semiaridos, assim como micro-organismos associados a plantas deste ambiente. Mas
com o atual cendrio do aquecimento mundial vem crescendo o interesse por este tema nos
altimos anos. Os trabalhos que buscam a diversidade destes ambientes, focam principalmente
no uso de técnicas moleculares, como bibliotecas de clones do gene 16S rRNA (CHANAL et
al., 2006; BACHAR et al., 2010) e mais recentemente o uso de técnicas de sequenciamento
em larga escala (NEILSON et al., 2012).
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2.7 O solo e 0 microbioma da rizosfera

O solo é um local de grande numero e variedade de interacfes bioldgicas, incluindo
competicdo, predacdo, parasitismo, comensalismo e mutualismo. As interacfes biologicas
tém um papel fundamental no funcionamento do solo, o que Ihe confere sua capacidade de
sustentar a vida tanto das plantas como dos animais e outros seres que vivem no solo
(BROWN, 2002).

O solo é considerado deposito de atividade microbiana, apesar de o espaco ocupado
por micro-organismos vivos ser estimado em menos de 5% do espaco total. Portanto, a
predominancia de atividade microbiana é encontrada em hot spots, por exemplo, agregados
com mateéria organica acumulada e a rizosfera (PINTON et al., 2001).

Os micro-organismos presentes no solo sdo de suma importancia para o
funcionamento dos ecossistemas, sendo fundamentais nos processos de fragmentacdo e
decomposicdo da matéria organica e na disponibilizacdo de nutrientes do solo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002).

Estes, também tém papel importante na ciclagem de nutrientes (MARSCHNER et
al.,, 2004) e na manutencdo da fertilidade, além de desempenhar fungdes no controle
bioldgico de doencas e pragas, biorremediacdo de poluentes (BURD et al., 2000) e promover
o crescimento de plantas (GLICK, 1995). Devido essas caracteristicas, para obtencdo de uma
boa qualidade do solo, é importante manter a diversidade microbiana (BORNEMAN et al.,
1996).

A estrutura dos solos se modifica de acordo com a profundidade dos mesmos. Trés
horizontes principais (A, B e C) sdo reconhecidos em um perfil de solo tipico. O
horizonte A é a camada superior, onde se localiza a maior parte da matéria organica e
encontra-se a maioria dos organismos Vvivos, o horizonte B ou subsolo é a zona de infiltracdo
e de acumulacdo dos materiais provenientes do horizonte superior e, o horizonte C é a rocha
original da qual o solo derivado (VORONEY, 2007).

O tipo de solo parece ser o fator primario na determinacdo da composi¢cdo das
espécies microbianas e/ou sua fun¢do (COLARES, 2010). Em solo &rido, Kuske et al. (2002)
observaram que a camada superior do solo (até 10 cm) contém significativamente mais
bactérias do que em uma profundidade de aproximadamente 25 centimetros. Um grama de
solo pode conter em torno de 10.000 espécies de bactérias (TORSVICK; @VREAS, 2002).
De acordo com isto, pode-se dizer que a maior fonte de genes do planeta reside na fracdo
microbiana da biodiversidade.

A atividade dos micro-organismos estd baseada na diversidade metabolica e
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adaptabilidade genética, tornando-os uma importante fonte de recursos genéticos para o
avanco biotecnolégico e para o desenvolvimento sustentavel. De acordo com Tiedje et al.
(2001), estudos com a diversidade microbiana do solo tém tido um grande avanco das
técnicas moleculares. Dessa forma, as ferramentas moleculares e tecnologias baseadas em
sequéncias génicas vém revelando novas perspectivas sobre a diversidade dos micro-
organismos (CANNAVAN, 2007). O principal argumento a favor dessas técnicas ocorre pelo
fato de que a diversidade microbiana permanece naturalmente inalterada ao longo do ano
(JOHNSON et al., 2003).

A rizosfera é definida como a por¢do do solo influenciada pelas raizes, sendo um
ambiente dindmico em que muitos parametros influenciam a estrutura de atividades e
populacdo das comunidades microbianas (RASCHE et al., 2006), sendo esta um nicho
explorado por uma grande variedade de bactérias. E considerado um habitat mutéavel, ja que a
sua composicdo e a sua estrutura sdo influenciaveis pelo ciclo vegetativo da planta
(DANTAS, 2009).

A diversidade e a estrutura de micro-organismos na rizosfera sdo influenciadas pelo
tipo de planta e de solo (LATOUR et al., 1996). Além desses fatores, a espécie e idade da
planta, quantidade e tipo de exsudatos radiculares, as condi¢cbes do solo e do ambiente
também influenciam a composi¢do da rizosfera microbiana (ROVIERA, 1995;
MARSCHNER et al., 2004).

Devido compostos secretados pelas raizes, como ions, enzimas, mucilagem, entre
outros, a rizosfera possui intensa atividade microbiana (BAIS et al., 2006). Bactérias
colonizadoras de rizosfera possuem um eficiente metabolismo para assimilar os compostos
organicos presentes em exsudatos das raizes (BARRAQUIO, 2000).

A influéncia das raizes sobre os micro-organismos do solo é avaliada através da
relacdo entre as densidades das populagdes microbianas, em diferentes distancias da sua
superficie e do solo adjacente a raiz. Desta forma, o nimero de micro-organismos na
rizosfera normalmente é maior do que no solo livre de raizes (PELCZAR et al., 1997).
Como as raizes se movem através do solo, suas caracteristicas bidticas fisicas e quimicas sdo
afetadas, e essas mudangas s&o acompanhadas por alteragfes na atividade da comunidade
microbiana (DEANGELIS et al, 2009) .

O movimento das raizes através do solo cria gradientes ambientais dindmicos que
sdo constantemente reiterados com 0 novo crescimento da raiz, como a introdugdo de
carbono, nutrientes e agua, além de criar depdsitos de compostos antimicrobianos e

horménios (HAWKES et al., 2007) através de escalas temporais que podem durar de horas a
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dias (DEANGELLIS et al., 2009). A resposta para as alteracfes induzidas pela raiz é rapida e
aumentam a nutricdo e reprodugdo dos micro-organismos (HERMAN et al., 2006). Esta
atividade microbiana reforcada pode acelerar a ciclagem de nutrientes, bem como outras
funcBes, como patogénese (DEANGELIS et al., 2009).

Mudancas nas propriedades quimicas da rizosfera induzidas pelas raizes podem
ocorrer de varias maneiras, podendo ser: alteracdo na concentracdo idnica (esgotamento ou
acumulo) como consequéncia direta de taxas diferenciadas de absorcdo de agua e nutrientes;
mudancas de pH em resposta a fontes de nitrogénio e deficiéncia de fdésforo e ferro;
exsudacéo de compostos de baixo peso molecular para melhorar a mobilizagdo de nutrientes;
excrecdo de enzimas como fosfatases, para a liberagcdo de nutrientes minerais e, alteragdes no
potencial redox do solo rizosférico (GAIAD et al., 2011).

Moreira e Siqueira (2002) consideram a rizosfera como sendo o “paraiso dos micro-
organismos”, devido a espécies de Pseudomonas e Bacillus apresentarem tempos de geracéo
menores na rizosfera do que no solo néo rizosférico, pelo fato de haver maior disponibilidade
de substratos.

As atividades das raizes criam um ambiente favoravel para o desenvolvimento de
populacGes fungicas, entretanto, o efeito rizosférico sobre estas parecem ser mais limitados
do que para as populacBes bacterianas, devido a proximidade das raizes resultarem na
germinacdo dos esporos dormentes, que sdo predominantes no solo ndo rizosférico
(DANTAS, 2009).

Os micro-organismos rizosféricos podem se dividir em oportunistas e estrategistas.
Os oportunistas sdo pequenos, de crescimento rapido, tém alta capacidade competitiva e se
localizam principalmente nas raizes mais novas. Os estrategistas sdo maiores, de crescimento
mais lento e tém alta longevidade e predominam nas raizes mais velhas. Eles podem se
dividir ainda em saprofitas, simbiontes e patdgenos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

De acordo com Melo (2001), os micro-organismos do solo podem ainda ser
divididos com base na relagdo do efeito que causam nas plantas, podendo estes serem
benéficos, prejudiciais ou neutros. Os micro-organismos benéficos podem influenciar o
crescimento das plantas através do aumento da disponibilidade de nutrientes minerais, da
producdo de hormonios de crescimento e da supressdo de microrganismos nocivos da

rizosfera.

2.8 Metagendmica da rizosfera

A falta de conhecimento sobre a diversidade microbiana deve-se em grande parte aos
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métodos utilizados para o isolamento e cultivo dos micro-organismos em laboratorio
(RANJARD et al., 2000). Uma fracdo, em torno de 0,1% ou no maximo 10,0% do total da
populacdo dos organismos € cultivavel através de técnicas microbioldgicas tradicionais,
deixando uma vasta proporc¢éo dessa biota desconhecida (AMANN et al., 1995).

Novas abordagens de trabalho envolvendo metodologias de biologia molecular e
bioinformatica permitem a prospec¢do de informacbes a partir de dados genémicos em
bases de dados e a analise de micro-organismos sem a necessidade de isolamento e cultivo, a
partir da clonagem direta de DNA de amostras ambientais (metagenoma) (OLIVEIRA et al.,
2009).

O termo metagenoma € derivado do conceito estatistico de meta-andlise (processo de
combinar estatisticamente analises separadas) e genémica (analise ampla do material genético
de um organismo) (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003). Geralmente, os objetivos dos
projetos metagendmica incluem: i) identificar genes funcionais e/ou novas vias
metabdlicas, ii) estimar a diversidade microbiana, iii) compreender a dindmica da populacdo
de uma comunidade inteira, iv) montar o genoma de um organismo ndo cultivado e, V)
identificar biomarcadores para ambientes especificos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN,
2008). A metagenomica envolve a clonagem de fragmentos grandes de DNA obtido a partir
de amostras ambientais, em vetores tipo BAC, fosmideos ou cosmideos, e analise das
bibliotecas em busca de uma nova expressdo fenotipica na linhagem hospedeira de E. coli
(HANDELSMAN et al., 1998; RONDON et al., 1999a; RONDON et al., 2000).

Ao contrario da genémica, que tem como foco o sequenciamento do DNA de um
organismo, a metagenémica envolve 0 acesso a sequéncia de uma comunidade de organismos
de um determinado ambiente, além de analises de DNA ambiental (DANTAS, 2009).

Diversos estudos tém confirmado que o acesso ao patriménio genético das espécies
através da abordagem metagendmica oferece uma fonte quase ilimitada para encontrar
novos genes 0s quais codificam produtos génicos biotecnologicamente relevantes ou
responsaveis por vias metabolicas de ciclagem de nutrientes do solo (ELEND et al., 2006;
LEE et al., 2007; IBRAHIM et al., 2007; KIM et al., 2008; DEANGELIS et al., 2009).

Assim, considerando a grande importancia dos micro-organismos em todos 0s
sistemas bioldgicos e seu grande potencial biotecnoldgico, torna-se essencial a utilizacdo de
métodos que permitam acessar a riqueza de informacbes contida no metagenoma dos
diferentes biomas e assim estudar as interag0es de plantas com a microbioma presente na
rizosfera de um ambiente tdo desfavoravel como o semiarido.

A metagendmica tem se tornado uma tecnologia basica usada para estudos de
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ecologia e evolugdo de micro-organismos (HUGENHOLTZ; TYSON, 2008).

Existem outros métodos de estudo para micro-organismos objetivando determinar a
diversidade microbiana tanto de ambientes aquaticos quanto terrestres. Os metodos podem ser
baseados na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e caracterizagdo por
microssatélites (KIRK et al., 2004).

Antigamente, a maioria dos micro-organismos de ambientes naturais era inacessivel
a investigacdo cientifica até o surgimento da andlise filogenética molecular, um método que
utiliza e heterogeneidade dentre a sequéncia do RNA ribossémico (rRNA) para inferir
relagOes evolutivas (LILES et al., 2003).

Os RNAs ribossomais estdo entre as macromoléculas mais conservadas em todos 0s
sistemas vivos. Grandes porcdes de genes do rRNA possuem sequéncias conservadas que
podem ser utilizadas para medir a distdncia evolutiva mesmo entre organismos mais
distantemente relacionados, j& que diferengas na sequéncia de nucleotideos do rRNA séo
indices de mudancas evolutivas (DANTAS, 2009).

As bactérias possuem trés subunidades do rRNAs , 0 5S (~120 nucleotideos), o 16S
(~1600 nucleotideos) e 0 23S (~3000 nucleotideos). Os rRNAs 5S e 16S tém sido os mais
utilizados para a maioria das caracterizacbes filogenéticas baseadas na analise do rRNA,
principalmente por raz@es técnicas e historicas. O rRNA 5S, por ser relativamente pequeno,
foi amplamente utilizado no final dos anos 60 para analise de sequéncias. Todavia, a escassez
de regides de variabilidade no rRNA 5S limitou a sua utilizacao.

Para as bactérias e arquéias, o rRNA 16S é usado para determinar as relacfes
filogenéticas (ATLAS; BARTHA, 1998). De acordo com Woese et al. (1990), estudos
relataram que o rRNA 16S é um excelente crondmetro molecular, uma vez que este é
encontrado em todos 0s organismos, possui longas regides altamente conservadas a0 mesmo
tempo que tem regides suficientemente varidveis para determinar relacGes filogenéticas
proximas e ndo estao sujeitas a sofrer mudancas rapidas de sequéncia pela sua funcéo central
na expressao de genes.

A diversidade de micro-organismos esta relacionada com o tempo de residéncia da
agua, taxa de crescimento microbiano e caracteristicas ambientais. Estudos filogenéticos
evidenciaram que populacdes de bactérias e arquéias sdo complexas, cosmopolitas e
geralmente consistem em membros néo cultivaveis ou néo identificados (PACE, 1997).

Antes 0 conhecimento sobre a ecologia microbiana em ambientes naturais era
limitado por se basearem em técnicas classicas de Microbiologia. Entretanto, os recentes

avancos em técnicas de biologia molecular, juntamente com os constantes desenvolvimentos
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em tecnologias de informagdo e computadores, tém transformado os estudos de Ecologia
Molecular Microbiana e atualmente, estudos sobre comunidades naturais sdo possiveis sem a
necessidade de técnicas baseadas em cultivo (NISHIO et al., 2010). As novas técnicas
moleculares permitem a realizacdo de estudos sobre expressdo génica, assim como um melhor

entendimento sobre as interag0es entre comunidades microbianas no ecossistema.
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3 OBJETIVOS

No atual contexto de mudancas climéticas e considerando o constante aumento dos
indices de desertificacdo do semiarido nordestino, destaca-se o0 mandacaru, planta que
sobrevive as altas temperaturas e a pouca disponibilidade de agua da Caatinga. Essas
condigdes fizeram com que o mandacaru desenvolvesse muitas adaptacbes morfoldgicas
estruturais que contribuem para sua sobrevivéncia, porém, o conhecimento do papel dos
micro-organismos presente na rizosfera do mandacaru frente as condi¢des adversas é escasso.
Assim, objetivo deste trabalho foi avaliar o microbioma da rizosfera de mandacaru para

identificar grupos microbianos e fungdes mais abundantes nas estagdes de seca e chuvosa.

3.1 Objetivos especificos

a) ldentificacdo da composicdo taxondmica da comunidade microbiana da
rizosfera de mandacaru por meio do sequenciamento parcial do gene 16S rRNA nas
estacdes seca e chuvosa da Caatinga.

b)  Avaliacdo da estrutura e funcdes da comunidade microbiana da rizosfera de
mandacaru nas duas estacdes da Caatinga (seca e chuvosa) por meio do sequenciamento
shotgun (DNA total).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental
Uma visdo geral da metodologia adotada nesse trabalho é apresentada na Figura 7, a

qual mostra de maneira resumida os periodos de amostragem da rizosfera (estacdo seca e
chuvosa), bem como realizado o processamento das amostras. Trés plantas foram
selecionadas e marcadas, sendo estas utilizadas em ambas estagcdes analisadas, exatamente
nos mesmos pontos do sistema radicular de cada uma das plantas de mandacaru. Foram
realizadas trés extracdes independentes de DNA a partir da amostra composta de rizosfera
proveniente de cada planta. As trés extracGes foram posteriormente unidas, totalizando seis
amostras de DNA, trés plantas amostradas no periodo da chuva e as mesmas plantas
amostradas no periodo seco. O material obtido foi utilizado para construcdo de seis
bibliotecas (16S rRNA e DNA total), sendo estas, posteriormente submetidas ao

sequenciamento no PGM lon Torrent (Life Technologies) utilizando-se o lon chip 316.

LtLy = Ui,
%% 2 -3

m

\ l/ " l/ \ l P4 Amplificacdo com \ 1 / \ l / \ l /

> Amostra composta

> Isolamanto DNA

barcoded primers > Concentragdo das amostras
1: CGAGT TCTGT :4
2: ATACG TCGCT 5 > Construgdo das bibliotecas
3: ACTCG TACAT &

| Sequenciamento DNA total H Sequenciamento 165 rRNA Sequenciamento DNA total | > Preparo das amostras

NP

i., : > Sequenciamento

-ﬁ lon Torrent (PGM)

Figura 7 - Esquema da metodologia realizada para a coleta e o processamento de amostras de
rizosfera de mandacaru. O periodo seco é representado pelo sol e o periodo chuvoso pela
nuvem. O sinal de “igual” significa que foram amostradas as mesmas plantas nos dois
periodos. Ao centro, os barcodes (tag) adicionados em cada amostra para identificacdo das
bibliotecas de 16S rRNA e, por fim os chips 316 utilizados no PGM lon Torrent
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4.2 Local de estudo na Caatinga

A é&rea de estudo do presente trabalho compreende a cidade de Petrolina em
Pernambuco. O local de amostragem foi selecionado ap6s observar a regido da Caatinga e
perceber a degradacdo causada pela seca e pela acdo antropica. Foi entdo escolhida uma area
proxima da sede da Embrapa Semiarido (Petrolina), pois esta € uma das poucas areas da
Caatinga que ainda é conservada, possui caracteristicas homogéneas, vegetagcdo nativa da
regido e sem influéncia do homem. As plantas de mandacaru avaliadas estdo em uma area
preservada e dispostas num raio de menos de 10 metros uma das outras. As coordenadas
geogréficas de cada ponto amostrado sdo: S:09° 04°27.7°/W:040° 19°48.3*"; S:09°
04°27.8°/W:040° 19°48.5”* e S:09° 04°28.0’/W:040° 19°48.2”’. Uma visdo geral da regido

amostrada pode ser visualizada na Figura 8.

IPontoﬁe coleta

Figura 8 — Imagem de satélite focando na estacdo da Embrapa Semiarido, Petrolina (PE) e na &rea da
Caatinga onde foram realizadas as coletas (Ponto de coleta)

4.3 Coleta das amostras de solo rizosférico

Inicialmente, trés plantas de Cereus jamacaru (mandacaru) foram selecionadas
mantendo uma distancia de 5 a 10 m entre elas, e cada uma no momento da primeira
amostragem foi marcada com etiquetas de identificacdo e estacas nos trés pontos da
rizosfera de cada planta escolhida conforme pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9 — Imagens das coletas nas trés plantas selecionadas, onde A, B e C representam a coleta
do periodo chuvoso e D, E e F representam a coleta no periodo de seca. Nas letras G,
H e I, pode ser observado o termémetro para conferir a temperatura do solo e a
marcacdo dos trés pontos de coleta de cada planta selecionada e cada ponto
exemplifica

Em cada uma das trés plantas de mandacaru foi feita uma amostragem composta
coletada a partir de trés pontos distintos da rizosfera, com aproximadamente 15 centimetros
de raio em relacdo a planta e até 10 cm de profundidade. As trés por¢des da rizosfera de cada
planta foram homogeneizadas dentro de sacos plasticos e armazenadas, parte em tubos de 50
mL vedados para analise de umidade relativa e extracdo de DNA e parte em sacos plasticos

para analises fisico-quimicas.
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As duas amostragens (09/11/2011 e 03/05/2012) foram realizadas exatamente nos
mesmos pontos da rizosfera das trés plantas, inicialmente marcados com as estacas. Os
dados de temperatura do solo e do ar, horario da coleta, condicdo do tempo, altura da
planta, elevacao e localizacdo do terreno foram registrados nas duas coletas, como pode ser

observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados registrados e observados no momento de cada coleta nas duas estacoes
(chuva e seca)

Pontos Data Hora Temp. (°C) Clima Altitude Altura Coordenadas
(min)  Ar  Solo (m) (m) S W
R1 09/11/11 08h15 24 25 Nub. 383 3.80 09°04°27.7° 040°19°48.3”
R2 09/11/11 08h45 245 255 Nub. 382 4.80 09°0427.8’ 040°19°48.5”
R3 09/11/11 09h05 25 26 Nub. 383 450 09°04°28.0”’ 040°19°48.2”
D1 03/05/12 10h50 34 36 Sol 383 4.15 09°04°27.7” 040°19°48.3”
D2 03/05/12 09h50 33 35 Sol 382 5.05 09°04°27.8 040°19°48.5”
D3 03/05/12 10h00 31 34 Sol 383 4.80 09°04°28.0”’ 040°19°48.2”

Os pontos nomeados como R1, R2 e R3 representam a coleta do periodo chuvoso (Rainy) e os pontos
D1, D2 e D3 representam a coleta do periodo da seca (Drought). A altura corresponde a altura de cada
planta no momento das coletas

4.4 Analise fisico-quimica das amostras de solo

A porcdo de rizosfera homogeneizada destinada para as analises fisico-quimicas,
foram encaminhadas para Instituto Campineiro de Anélise de Solo e Adubo LTDA (ICASA),
Campinas, S&o Paulo, onde foram realizadas as anélises, incluindo pH, contetdo de matéria
organica, macro e micro nutrientes. O material para essas analises foram recolhidos nos dois
momentos da coleta (chuva e seca).

No Laboratorio de Microbiologia Ambiental (Embrapa Meio Ambiente, Jaguariuna,
SP) foi realiza a analise da umidade relativa das amostras por meio da técnica de pesagem até
peso constante. Também foram realizadas analises medindo a concentracdo de nitrogénio e

carbono no Laboratério de Solo e Agua da mesma estagdo Embrapa citada acima.
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4.5 Extragdo de DNA total da rizosfera

O material amostrado foi armazenado a temperatura ambiente em caixa térmica e
transportado para o Laboratorio, onde a extracdo do DNA metagendmico das amostras de
solo rizosférico de mandacaru foram realizadas de acordo com a metodologia utilizada por
Mendes et al. (2011) e com o kit comercial Power Soil™ DNA Isolation Kit (MoBio
Laboratories, EUA) conforme as recomendacdes do fabricante a partir de 0,25 g de rizosfera.

A quantidade e qualidade do isolamento do DNA foi verificada primeiramente em
gel de agarose 1,0% (p/v) em tampédo TBE 1X; 90 V por 45 min.. Apés a eletroforese, o gel
foi banhado em solucéo de brometo de etidio (1,0 mg mL™) para corar o gel e tornar visivel as
bandas de DNA quando expostas a luz ultravioleta. Ap6s, o gel foi fotografado e 0 DNA

restante foi armazenado no ultrafreezer (-80°C) até as proximas etapas.

4.6 Preparo das bibliotecas

4.6.1 Biblioteca do gene 16S rRNA

A construcdo da biblioteca de amplicons do gene 16S rRNA de Bacteria e
sequenciamento foi conduzida a partir do DNA ja extraido anteriormente, onde as seis
amostras de rizosfera de mandacaru, do periodo chuvoso e de seca, foram amplificadas com
os oligonucleotideos iniciadores 967F (CAA CGC GAA GAA CCT TAC C) e 1046R (CGA
CAG CCA TGC ANC ACC T) flanqueadores da regido V6 do gene 16S rRNA (SOGIN et
al., 2006). Porém, o primer forward foi modificado pela adi¢do de um adaptador PGM
sequencing e um tag de identificacdo (barcode) composto por cinco pares de bases diferentes
para cada amostra que serviu para identificar a origem de cada uma das sequéncias.

Cada biblioteca de amplicon foi gerada por meio da reacdo de amplificacdo em
solugéo contendo 5,0 puL de tampéo da enzima Dream Taqg; 1,0 uL de dNTP (2,5 mM); 0,5 puL
de cada oligonucleotideo iniciador; 1,0 pL de Dream Taq polymerase; 1 uL de DNA
metagendémico de cada amostra e agua ultrapura (Milli-Q) autoclavada para completar um
volume final de 49 pL. Apo6s, cada uma das seis bibliotecas foi dividida em duas por motivos
de volume, e entdo, realizado duas reacOes de amplificacdo no termociclador (Aplied
Biosystems) seguindo as condigdes a seguir: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min; 30 ciclos
de 94°C por 30 s, 57°C por 45 s e 72°C por 1 min; extensdo final de 10 min a 72°C s (SOGIN
et al., 2006).

Para conferir a qualidade das amostras foi realizada uma eletroforese com gel de

agarose 1,5% (p/v) e posteriormente corado com solugo de brometo de etidio (1,0 mg mL™) e
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fotografado. As duas reacOes de cada amostra foram unidas novamente para a etapa de
purificagdo, onde os 50 pl de cada biblioteca foi purificado utilizando 90 pl de Agencourt®
(AMPure® XP Reagent) e estante magnética, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante
Life Technologies — lon Amplicon Library Preparation (Purify the Amplicon Libraries).

Ap6s a purificacdo das bibliotecas, a quantificacdo foi realizada por meio do
NanoDrop (Thermo Scientific) e do Qubit® (dsDNA Assay kit, 500 assays) e a concentracdo
das mesmas foram ajustadas e preparado um pool equimolar com a concentracdo final de 26
pM, onde tinha a mesma concentracdo de cada amostra e entdo, 18 ul foram utilizados para a

reacdo de em-PCR (etapa de reacdo em cadeia da polimerase em emulséo (PCR de emulséo).

4.6.2 Biblioteca de DNA total

Antes do preparo das bibliotecas de DNA total, o material que estava armazenado no
ultrafreezer (-80°C) foi checado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) e por gPCR
tempo real para confirmar a integridade e confirmar a concentracdo do material genético de
cada amostra. Entdo esse material (DNA) foi fragmentado com o kit enzimatico (lon Shear)
para obter fragmentos com tamanhos aproximados de 200 pb. Posteriormente, por meio de
um gel de agarose, foram selecionados os fragmentos de 200 pb e utilizado kits de
quantificacdo do lon Torrent a fim de estabelecer a concentracdo real do DNA total
fragmentado para seguir com a etapa de PCR de emulséo.

4.7 PCR de emulséo (em-PCR)

Tanto as bibliotecas do gene 16S rRNA como as bibliotecas de DNA total passaram
pela reacdo de em-PCR (etapa de reacdo em cadeia da polimerase em emulséo (PCR de
emulsdo)) antes do sequenciamento. Onde, estas bibliotecas de amplicons e DNA total foram
ligadas a esferas (lon Sphere) de acordo com o protocolo fornecido pela Life Technologies
(lon PGM™ 200 Xpress™ Template Kit). Essa unido de bibliotecas (sequéncias) com esferas
ocorre em um ambiente microfluidico onde os reagentes ficam limitados ao interior de
micelas da emulsdo. Desta forma, ocorre a reacdo de amplificacdo dos fragmentos de DNA
ligados as esferas revestidas por streptavidina pelo adaptador B (biotina). Apenas as esferas
que apresentarem um, e somente um, fragmento de DNA serdo capazes de gerar sequéncias.
Entdo apds a amplificacdo € necessario recuperar as esferas contendo os produtos de
amplificacdo (haired esferas). Para tanto é realizada uma quebra da emulsdo que consiste na

retirada do 6leo emulsificado.
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ApoGs essa quebra foi realizado um enriquecimento (Enrichment), onde as esferas
recuperadas podem ser contadas (utilizando contador de particulas) no inicio e apds o
procedimento de enriquecimento. Nesta etapa sdo eliminadas as esferas que falharam na
amplificacdo e que, portanto, ndo contém fragmentos do gene 16S ou de DNA amplificado

ligado & superficie.

4.8 Sequenciamento

A qualidade da amplificagdo foi confirmada em gel de agarose 2,0% (p/v)
(Figura 11). Os produtos das duas PCRs foram unidos e utilizadas para purificagdo de 50
plde cada biblioteca utilizando 90 plde Agencourt® AMPure® XP Reagent e estante
magnética, de acordo com protocolo fornecido por Life Technologies — lon Amplicon
Library Preparation (Purify the amplicon libraries) (www.iontorrent.com).

Apo6s realizada a construcdo das bibliotecas (16S rRNA e DNA total) e
enriquecimento, foi feito o preparo e o carregamento das amostras nos chips por meio das
esferas (lon Sphere). Cada biblioteca de DNA total foi adicionada em um lon chip 316,
totalizando 6 chips, enquanto as bibliotecas de 16S rRNA foram unidas e adicionadas em
apenas um lon chip 316. Por fim, o sequenciamento de segunda geracdo foi realizado de
acordo com as recomendacOes da Life Tecnologies utilizando o kit lon Sequencing Kit User
Guide v2.0, onde os chips foram adicionados ao PGM lon Torrent para 0s sequenciamentos.
Nesses sequenciamentos, foi utilizado lon chip 316 e kits com capacidade de obtencéo de
fragmentos de até 200 pb e um volume total de informacdo de até 10 Mb com precisdo

superior a 99,0%.

4.9 Anédlise dos dados e anotacgdes

4.9.1 Dados de sequenciamento parcial do gene 16S rRNA
Os dados das amostras do sequenciamento 16S foram baixados do sequenciador PGM
lon Torrent, passaram primeiramente por uma limpeza e um controle de qualidade que foram

realizados na plataforma Galaxy (https://main.g2.bx.psu.edu/root), onde os dados obtidos no

sequenciador PGM foram convertidos em sequéncia no formato Fast33. A plataforma Galaxy
utiliza este formato para uniformizar os dados e as subsequentes analises (BLANKENBERG
et al., 2010).


http://www.iontorrent.com/
https://main.g2.bx.psu.edu/root
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Os comandos “FastQ groomer convert” e “FastQ quality trimmer by sliding window”
foram executados para avaliagdo das sequéncias e para realizarem um filtro de qualidade,
permitindo assim, gerar um grafico de qualidade das sequéncias pelo comando “FastQC: read
QC reports”. Para retirar os primers forward e reverse das sequéncias, foi executado o
comando “Clip adapter Sequences”, onde foi informada a sequéncia reversa complementar ao
primer reverse.

Para diferenciar as seis amostras que estavam no mesmo arquivo, foi executado o
comando “FASTQ to FASTA coverter”, que transforma as sequéncias no formato.fasta.
Neste momento foi inserido no Galaxy um arquivo (.txt) com as sequéncias de barcodes
utilizadas no sequenciamento, por meio do comando “Barcode splitter”. Entéo foi feito o
download dos arquivos .fasta, separados anteriormente e inseridos novamente na plataforma
Galaxy para retirar os primers forward e os tags por meio do comando “Trim sequences”. O
comando “Filter sequences by length” foi utilizado para filtrar reads com um tamanho
minimo de 50 bases por sequéncia, que serve para eliminar sequéncias muito curtas e
padronizar o tamanho das restantes.

Apds a limpeza das sequéncias, estas foram inicialmente processadas no RDP
(Ribosomal Database Project), onde foram analisadas com base na ferramenta Classifier
(COLE et al., 2007), empregado para atribuicdes taxonémicas. Em seguida, as analises das
sequéncias foram realizadas utilizando o programa QIIME (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) (CAPOROSO et al., 2010). Para as analises no QIIME foram empregadas
linhas de comando especificas, conforme as analises desejadas. Deste modo, o agrupamento
das UTOs (Operational Taxonomic Units) foi realizado para um nivel de distancia de 3,0%,
empregando-se para tanto o comando picy UTOs.py. O comando align_segs.py foi
empregado para o alinhamento pelo método PYNAST. A classificacdo taxondmica foi feita
pelo comando assing_taxonomy.py, utilizando o método Blast e o banco de dados do
Greengenes chamado Caporoso Reference UTOs (GREENGENES, 2012). A tabela de UTOs
foi obtida por meio do comando make_otu_table.py.

Os gréficos de classificagcbes taxonémicas foram obtidos através do comando
summarize_taxa_through_plots.py. A andlise de p-diversidade também foi realizada
empregando-se, a seguinte sequéncia de linhas de comando: beta diversity.py,
make_pricinpalcoordinates.py e make_2d_plots.py. Os nimeros de UTOs e suas respectivas
sequéncias foram computados para o calculo dos indices de diversidade de Shannon e para a

estimativa de riqueza de espécies, pelo método ndo paramétrico de Chao (CHAO e BUNGE,
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2008). O softwares aqui descritos foram implementados na plataforma Linux “ubuntu

2012” (sistema operacional baseado em Linux).

4.9.2 Dados de sequenciamento do DNA total

Ao final do sequenciamento, o PGM lon Torrent realiza automaticamente uma
avaliacdo da qualidade das sequéncias e as filtra, separando assim as sequencias de boa
qualidade. Apds, pode-se exportar esses arquivos como fastQ e/ou SFF para analises mais
acuradas.

As sequéncias geradas no sequenciamento metagendmico foram baixadas da
plataforma do PGM lon Torrent no formato FastQ. Posteriormente, os dados de DNA total
foram inseridos no servidor MG-RAST (Metagenome Rapid Annotation Using Subsystem

Technology) (http://metagenomics.anl.gov/).

Uma vez no MG-RAST, os parametros padrdo foram utilizados para a classificacdo
taxonémica e funcional. O banco de dados M5NR foi usado para anotacdo e classificacéo
taxondmica, enquanto o banco de dados de proteina Subsystems, foi utilizado para anotacéo e

classificacdo funcional da metagendmica.


http://metagenomics.anl.gov/
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta dos dados
Uma das principais caracteristicas do semiarido brasileiro é o déficit hidrico. Mas isso

ndo significa falta de chuva, pois a média pluviométrica vai de 250 mm a 800 mm anuais,
dependendo da regido. Porém, as chuvas sdo irregulares no tempo e no espago. Além disso, a
quantidade de chuva é menor do que o indice de evaporagdo, que pode chegar a 3 mil
mm/ano, ou seja, a evaporacao € trés vezes maior do que a quantidade de chuva que cai.

Essas condicBes particulares sdo as responsaveis pela grande diversidade de tipos de
vegetacdo que caracterizam o semiarido (GIULIETTI et al., 2006). Na Caatinga ha duas
estacOes bem marcadas e contrastantes durante o ano, o inverno e o verdo, respectivamente,
estacBes da chuva e da seca (MAIA, 2004). A estacdo da chuva tem duracdo entre trés e
cinco meses, com chuvas torrenciais e de pouca duracéo, e a época da seca, praticamente sem
chuvas e que dura em torno de sete a nove meses.

Considerando as duas estagdes, foram realizadas duas coletas, sendo uma em cada
estacdo. A precipitacdo hidrica dos ultimos 40 anos no local amostrado esta ilustrada na

Figura 10.
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Figura 10 - Gréfico com histérico da precipitacdo hidrica dos ultimos quarenta anos da Caatinga
(barras pretas), com historico hidrico do ano da realizagdo do estudo (linha azul) e com os
dois momentos de amostragem indicados pelas setas vermelhas. Dados coletados da
estacdo meteoroldgica localizada na sede da Embrapa Semiérido em Petrolina, PE
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Considerando o historico dos altimos 40 anos (Figura 10), a precipitacdo observada
no periodo do estudo foi atipica. A amostragem realizada no inicio de novembro,
supostamente periodo de seca, foi precedida por um acumulo de chuva concentrado no més de
agosto, incluindo chuva na semana que antecedeu a coleta. Por outro lado, a amostragem apés
a estacdo chuvosa esperada, aconteceu apds um periodo de seca. A seca que ocorreu no
periodo do estudo foi um evento historico e a mais severa registrada nos ultimos 50 anos na
Caatinga. Para efeito de comparacao dos dados consideramos a coleta realizada em novembro
como periodo chuvoso (R = rainy) e a amostragem realizada no inicio de maio como periodo
chuvoso (D = drought).

Um fator importante para este estudo é que as amostras de rizosfera foram coletadas
no pico de cada temporada, porém, lembrando que ndo tivemos um ano tipico de precipitacéo
pluviométrica, assim, a distincdo entre as amostras foi minimizada, ou seja, ndo tivemos o
contraste entre um teor de agua limitada ou abundante.

Uma adverténcia importante € a heterogeneidade da distribuicdo dos microrganismos
na rizosfera, ja que o crescimento microbiano é geralmente observado em grupamentos em
vez de forma homogénea (SCHWARZENBACH et al., 2007; WOLFE et al., 2007). Esse
efeito foi minimizado com a utilizagcdo da metodologia de Mendes et al., (2011), onde a coleta
das amostras a partir de trés pontos distintos em cada planta de estudo é homogeneizada para
obter uma amostra composta, representando cada planta.

5.2 Analise fisico-quimica da rizosfera

Os micro-organismos sdo 0s principais impulsionadores dos processos
biogeoquimicos no solo. Assim, é importante avaliar as propriedades fisico-quimicas do solo
e como estas propriedades podem ser relacionadas com os perfis microbianas em diferentes
solos (PEIXOTO et al., 2010).

Considerando a analise realizada no mesmo ponto de amostragem, porém nos dois
periodos distintos, foram observadas diferencas estatisticas significativas para alguns
parametros quimicos dos solos analisados, como teor de umidade, que foi maior na primeira
coleta (periodo chuvoso) sendo de 6,7% enguanto na segunda coleta (periodo de seca) de
0,5%, evidenciando a inversdo do padrédo de chuvas no periodo do estudo como ilustrado na
Figura 10.

Alguns nutrientes como foésforo (P), manganés (Mn), cobre (Cu), zinco (Zn), boro
(B), apresentam uma maior concentracdo no periodo da seca (p < 0,01). O teor de matéria e

enxofre (S) foram maiores no periodo da chuva (0,01 < p < 0,05). As concentragdes de



53

potéssio (K), magnésio (Mg), aluminio (Al), célcio (Ca), carbono (C), nitrogénio (N), sodio
(Na), ferro (Fe) e acidez/potencial (H/Al) ndo apresentaram diferencas significativas para as

amostras de rizosfera entre os periodos de chuva e seca (Tabela 2).

Tabela 2 - Anélise dos parametros fisico-quimicos dos solos coletados nas duas estagbes: de chuva e
de seca. Valores estdo apresentados como as médias + o erro padrdo (n=3). Em cada
linha, valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de
acordo com o teste de Tukey a 5,0%

Amostra Chuva (R) Seca (D)
pH (CaCly) 4,4+0,20a 4,6+0,12a
MO (gdm™)** 25,6+2,3a 16+1,0b
Teor de Umidade (%)** 6,7+0,39% 0,5+0,06b
P avaliado (mg dm?)* 4,3+0,33b 8,3+1,0a

mmolc dm™
K 2,6+0,28a 2,3+0,31a
Mg 4,3+0,88a 4,3+0,66a
Al 2+0,57a 1,5+0,40a
Ca 26+5,13a 23,6+0,33a
C 1,24+0,14a 1,38+0,20a
N 0,38+0,28a 0,10+0,0a
H/AI 32,3+2,96a 30+2,0a
SB 33,0+6,12a 30,4+0,88a
CTC 65,3+4,75a 60,4+1,99a
V (%) 49,8+5,98a 50,4+1,84a
Ca/Mg 6,1+0,84a 5,8+1,10a
Mg/K 1,6+0,15a 1,8+0,32a
mg dm

S** 11,3+0,66b 31,3+6,36a
Na 3,33+1,45a 2,3+0,33a
Fe 156+46a 290,6+88a
Mn* 16,9+2,5b 60,6+7,8a
Cu* 0,83+0,06b 2,63+0,32a
Zn* 2,63+0,06b 7,1+0,32a
B* 0,40+0,03a 7,8+£0,01b

Andlise de Tukey onde letras a e b entre as colunas apresentam diferenga estatistica

significativa e * p < 0,01 e ** 0,01 < p <0,05. MO = Matéria organica; H/Al = Acidez

potencial; SB = Soma de bases; CTC = Capacidade de troca de cations; V = Saturagdo por

bases

Lobato et al. (2010), no estudo de perdas de nutrientes em area de Caatinga por
erosdo hidrica, analisou 0s nutrientes e a matéria organica, na qual constatou que a vegetacéo
rasteira € muito importante no controle do processo de erosdo e as maiores perdas registradas
sdo sempre de matéria organica. A matéria organica do solo desempenha papel fundamental
para as plantas e para o solo: atua como um cimento que faz a unido entre as particulas de
solo, formando os agregados. Estes sdo importantes porque tornam o solo mais poroso,
melhorando e aumentando a infiltracdo da agua e consequentemente, reduzindo a quantidade

de nutrientes que € lixiviado com a enxurrada, além de aumentarem a resisténcia do solo ao
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impacto das gotas de chuva, tornando-0 mais resistente aos processos erosivos (PETRERE;
CUNHA, 2010).

A matéria organica é importante, também, para aumentar a capacidade de troca
catibnica (CTC), que ¢ a capacidade que o solo tem de armazenar nutrientes para as plantas,
tais como: célcio, potéssio e magnésio. Além disso, a matéria organica é capaz de fornecer
nitrogénio, fosforo e enxofre para a nutricdo das plantas (LOBATO et al., 2010; PETRERE;
CUNHA, 2010).

As raizes podem induzir mudangas nas propriedades fisico-quimicas da rizosfera, as
quais podem acarretar alteracdo na concentracdo idnica (esgotamento ou acimulo), mudancas
de pH, exsudagdo de compostos de baixo peso molecular, excrecdo de enzimas e alteragdes
no potencial redox do solo rizosférico (GREGORY; HINSINGER, 1999), além de
enriquecimento do solo (variedade de compostos organicos), absorcdo de nutrientes e até no
consumo de 4gua, reduzindo a umidade, entre outros (NIELSEN; ELSAS, 2001).

5.3 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A quantificacdo foi realizada apds a purificacdo das bibliotecas, por meio do Qubit e
conferida em gel de agarose (Figura 11). As amostras utilizadas para sequenciamento do
gene 16S rRNA foram ligadas a um tag (identificagdo) composto por 5 pares de bases (pb) —
barcode que serve para identificar cada sequéncia das bibliotecas no momento de fazer a

anotacdo dos dados. (Tabela 3).
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Figura 11 - Gel de eletroforese dos amplicons das bibliotecas de 16S rRNA das amostras em
duplicata R1, R2 e R3 (estacdo chuvosa) na parte superior da imagem e das amostras em
duplicata D1, D2 e D3 (estacdo seca) na parte inferior da imagem. M = marcador
(GeneRuler™ 100 pb DNA Ladder)

Tabela 3 - Identificacdo dos Tags ligados nas amostras para sequenciamento do gene 16S rRNA. Os
Tags foram compostos por 5 pb — barcode, para os 3 pontos da coleta do periodo chuvoso
(amostras de R1 a R3) e seco (amostras de D1 a D3)

Amostras Tag  Barcode
R1 36 CGAGT
R2 37 ATACG
R3 38 ACTCG
D1 39 TCTGT
D2 40 TCGCT
D3 41 TGCGT

Os dados brutos obtidos no sequenciador lon Personal Genome Machine™ (PGM™)

(lon Torrent, Life Technologies) foram convertidos e extraidos do servidor em formato Fasta

para que pudessem ser manipulados. Na saida do sequenciamento foi gerada uma quantidade

total de 103.265 sequéncias (Tabela 4) que foram manipuladas inicialmente na plataforma

Galaxy online (https://main.g2.bx.psu.edu/root), onde foi construido um grafico para

averiguar a qualidade do sequenciamento 16S rRNA (Figura 12). Em média, as sequéncias

tiveram um score de qualidade de 30-32 e a contagem de sequéncias para cada amostra esta

representada na Tabela 4.


https://main.g2.bx.psu.edu/root

56

Tabela 4 - Numero de sequéncias do sequenciamento 16S ap6s limpeza na plataforma Galaxy

24
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Amostra R1 R2 R3 D1 D2 D3
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Figura 12 - Score de qualidade por posi¢do no read de sequenciamento de 16S rRNA extraido da
plataforma Galaxy

O resultado de qualidade das sequéncias é de suma importancia e, quando esta foi
comparada a outro estudo de avaliacdo de comunidade microbiana de dois tipos de solos de
ambientes secos, nota-se que a qualidade média das sequéncias constatadas por Steven et al.
(2012), foi de 18, enquanto a obtida neste trabalho foi entre 30-32 (Figura 12). Whiteley et al.
(2012) avaliando a regido V6 conseguiram um score de qualidade de mais ou menos 20,
utilizando kits de tamanho de fragmentos semelhantes (200 pb), destacando uma boa

qualidade das reads do presente estudo quando comparados com outros trabalhos.

5.3.1 Anotacéo do gene 16S rRNA no RDP

Para classificacdo das sequéncias obtidas utilizou-se o algoritmo Classifier do
Ribosomal Database Projact (RDP), com "cutoff" de 50,0% por tratar de sequéncias menores
que 250 pb, onde foram analisadas com base na ferramenta Classifier (COLE et al, 2007).
Este algoritmo compara cada sequéncia do gene 16S rRNA com sequéncias de bibliotecas de
referéncia depositadas em um banco de dados para fazer atribuigdes taxondmicas. Ao

comparar as sequéncias encontradas com bibliotecas de organismos conhecidos, alguns
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tdxons presentes em amostras ambientais podem ser identificados sem erro (SHOKRALLA et
al., 2012).

No banco de dados do servidor RDP, mais de 82,5 mil sequéncias foram anotadas no
dominio Bacteria, onde, em média, 47,0% das sequéncias ndo foram classificadas em um filo
especifico, enquanto as outras se distribuiram pelos filos Actinobacteria (21,6% seca; 21,4%
chuva), Proteobacteria (17,0% seca; 16,2% chuva), Firmicutes (9,5% seca; 11,1% chuva) e
varios outros menos abundantes (Figura 13). Apesar dos filos de maior abundancia terem
apresentado propor¢des semelhantes entre as estacdes do ano, outros mostraram mudancas
quanto a sazonalidade, como Acidobacteria (1,4% seca; 2,2% chuva), Bacteroidetes (1,2%
seca; 0,6% chuva) e Verrucomicrobia (1,1% seca; 0,7% chuva) (Figura 13). Aguirre-Garrido
et al. (2012) encontraram uma maior abundancia de Proteobacteria na estacdo da chuva em
relacdo a seca e menor abundancia de Actinobacteria na seca quando avaliaram amostras de
rizosfera de cactaceas do semiarido mexicano.

O fato de ndo ter sido detectada a diferenca nas abundéncias relativas dos filos
Proteobacteria e Actinobacteria pode ser devido a inversdo do padrdo de chuva observado no
periodo do estudo, o qual mostra que um periodo de chuva bem significativo e de solo
encharcado ndo foi obtido. Mesmo observando algumas pequenas variagdes, ndo foram
encontradas diferencas significativas entre o periodo chuvoso e de seca a nivel de filo. Na
Figura 13 os filos com grupos de espécies raros (< 1,0%) foram atribuidos a “Outras
Bactérias™.

Para estudos de estrutura das comunidades bacterianas por meio do gene 16S rRNA,
Aguirre-garrido et al. (2012) também utilizaram técnicas moleculares independentes de
cultivo e obtiveram um resultado semelhante ao desse estudo, com uma maior abundéncia do

filo Actinobacteria, seguido por Proteobacteria e Acidobacteria.
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Figura 13 - Composicdo da comunidade microbiana da rizosfera de mandacaru ao nivel de filo entre
0s dois grupos (seca e chuva) com sequéncias 16S rRNA anotadas no RDP

5.3.2 Anotacdo do gene 16S rRNA no QIIME

As sequéncias também foram analisadas utilizando-se o programa QIIME, onde
foram empregadas linhas de comando especificas conforme as anélises desejadas. Assim, o
agrupamento utilizando a matriz de UTOs foi realizado para um nivel de distancia de 3,0%,
empregando-se para tanto o comando picy UTOs.py. Os comando align _segs.py foi
empregado para o alinhamento pelo método PYNAST. A classificacdo taxondmica foi
realizada pelo comando assing_taxonomy.py, utilizando o método Blast e 0 banco de dados
do Greengenes (GREENGENES, 2012). Ap6s anotacédo das sequéncias no servidor QIIME,
foi feita uma curva de rarefacdo, ainda neste servidor, com o objetivo de se verificar a
variacdo na riqueza de espécies e na diversidade microbiana entre as amostras de chuva e de

seca (Figura 14).
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Figura 14 - Curva de rarefacdo das amostras de 16S rRNA. Dados extraidos do Qiime

Na Figura 14 podemos observar que na amostra D2, foi encontrado maior nimero na
contagem de espécies, isto €, maior riqueza, seguido pela amostra D3, R3, D1, R1 e R2
respectivamente. Todas as amostras apresentaram curvas de rarefacdo ingremes a direita, o
que indica que a amostragem e 0 sequenciamento foram responsaveis por uma cobertura
parcial das espécies que compdem esse ambiente. O grafico das curvas de rarefacdo incluiu as
seis amostras de 16S rRNA comparando assim, a qualidade entre os sequenciamentos de cada
amostra. Todas as amostras apresentaram boa cobertura das espécies que compdem a
rizosfera de mandacaru.

A Unica amostra que poderia ter uma cobertura melhor, pois mostrou riqueza de
espécies e diversidade mais baixas em relacdo as outras, foi a amostra R2. Mas no geral, as
curvas revelam que uma boa parte das OTUs das amostras foi sequenciada.

O fato da amostra R1 ter apresentado a maior diversidade e menor riqueza, sugere
a presenca de menos espécies raras, possuindo maior regularidade na abundancia das
espécies que contém. Da mesma forma, a amostra D2 que tém a maior riqueza,
apresentou um baixo valor de diversidade, quando comparado as demais, 0 que reitera o
fato de que as espécies adicionais que promovem uma maior riqueza na rizosfera de
mandacaru na Caatinga, Sao espécies raras e com pouca abundancia e regularidade.

Para avaliar a similaridade entre os dois grupos de amostras também foram
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realizadas os meétodos multivariados de Analise de Coordenadas Principais (Principal
Coordinates Analysis - PCoA). Comparagéo realizada para testar as variacbes na estrutura
desses grupos entre as diferentes amostras sequenciadas (Figura 15).

Os resultados demonstraram haver uma separacdo da diversidade entre a rizosfera na
chuva e na seca e uma maior dispersdo entre as 3 plantas na seca, explicando um total de
73,8% da variabilidade total existente. No grafico de PC1 vs PC2 e PC vs PC2, os resultados
demonstram haver um contraste na separacdo da diversidade entre as amostras de seca e

chuva, explicando um total de 73,83% e 35,72% da variabilidade total existente.
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Figura 15 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada na matriz de distancia UniFrac,
comparando as amostras com base na medida de distancia filogenética das UTOs no
servidor do QIIME. Os pontos vermelhos (quadrados) do grafico representam as trés
plantas na seca (D) e, os trés pontos azuis (redondos), representam as plantas na chuva

(R)

A anélise das sequéncias geradas permitiu a classificacdo das bactérias com base na
matriz de UTOs formada pelo software QIIME, mostrando um indice de cobertura em torno
de 88% das sequéncias totais geradas.

Para a comparacdo das amostras sequenciadas, foi realizada uma anélise de
clustering (Figura 16). Porém, pode-se observar que ndo ocorreu uma separagao das amostras
entre os dois diferentes periodos avaliados, ou seja, ndo teve uma diferenca significativa entre
as amostras. O fato de ndo acontecer uma separacgao significativa entre estas, pode estar
relacionado a um ano atipico na regido estudada, onde a precipitagdo pluviométrica da regiao

no periodo do estudo ndo foi como esperado.
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Figura 16 — Analise de avaliacdo taxonémica de 16S rRNA extraidos do servidor QIIME, onde
amostras da chuva sdo representadas pela letra R e amostras da seca pela letra D. Os
nimeros equivalem a cada planta amostrada e o banco de dados de referéncia foi o
Greengenes

Os resultados mostraram que em média os filos mais abundantes quando anotados no
software QIIME foram: Actinobacteria (29,1% na seca e 31,0% na chuva), Proteobacteria
(22,8% na seca e 20,9% na chuva), Acidobacteria (13,1% na seca e 13,9% na chuva),
Firmicutes (6,6% na seca e 7,3% na chuva), Verrucomicrobia (4,5% na seca e 3,9% na
chuva), Bacteriodetes (2,8% na seca e 3,0% na chuva), Cloroflexi (2,1% e 1,8% na chuva),
Gemmatimonadetes (1,6% na seca e 1,3% na chuva), Cyanobacteria (1,5% na seca e 2,0% na
chuva) e Planctomycetes (1,1% na seca e 0,9% na chuva). Estes resultados foram diferentes
das frequéncias observadas quando as sequéncias foram anotadas utilizado o banco de dados
RDP (Figura 13). No entanto, mesmo os filos aqui representados em frequéncias mais
elevadas tiveram os mesmos filos predominantes (mais abundantes), com excecéo dos grupos
raros que apresentaram variagdes na ordem do numero de frequéncia. No geral, foi
encontrado um nimero maior de sequéncias quando anotados no QIIME.

O filo Actinobacteria foi 0 mais abundante em todas as amostras em ambas estacfes
analisadas, ja que, as Actinobacterias sdo um grupo distinto de bactérias que estdo

amplamente distribuidas na natureza (ZUCCHI et al.,, 2011). Atualmente, Actinobacteria
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composto por oito grupos com 48 géneros (HOLT et al., 1994). Especial atencdo tem sido
dada a este grupo de bactérias em aplica¢Ges biotecnoldgicas, que sdo um resultado natural de
sua grande diversidade metabdlica (PIRET; DEMAIN, 1988). Solos do semiarido brasileiro
tem um potencial enorme de biodiversidade. Alguns destes solos tém sido descritos como
habitats com uma elevada atividade bioldgica, mas ndo tém sido amplamente exploradas para
a procura e descoberta de novas espécies de actinobactérias (SILVA et al., 2013).

O grupo das Actinobacteria foi 0 mais abundante em todas as amostras, sendo um
grupo frequentemente associado ao metabolismo do solo, ou seja, associado a decomposi¢éo
de materiais organicos e desempenhando assim, um papel crucial no meio ambiente
(ACOSTA-MARTINEZ et al., 2008). Fierer et al. (2007) relataram a abundéincia de
Proteobacteria correlacionados com as taxas de carbono mineralizado em regides quentes. Da
mesma forma, outros estudos sugerem que as proteobactérias englobam uma enorme
diversidade ao nivel morfologica, fisioldgica e metabdlica, os quais desempenham um papel
significativo nos cilcos do carbono, nitrogénio e enxofre do solo (KERSTERS et al., 2006;
ACOSTA-MARTINEZ et al., 2010).

Acosta-Martinez et al. (2010), também encontraram Actinobacteria e
Proteobacteria como filos mais abundantes em solos de desertos, onde esses grupos sao
associados ao valor baixo de pH do solo e a altas temperaturas. Além disso, sdo encontrados
na natureza, grupos de Proteobacterias desempenhando papel ativo no ciclo do nitrogénio,
principalmente as f-proteobacteria e y-proteobacteria amodnio-oxidantes, sendo representadas
as Nitrosomonas, Nitrosospira e Nitrosococcus (PURKHOLD et al., 2003). As
Proteobacterias se destacam por estarem envolvidas no processo de fixacdo biol6gica de
nitrogénio (VAL-MORAES, 2008). Portanto, as Proteobacterias também desempenham um

papel importante no meio ambiente.

5.4 Sequenciamento metagendmico
Um resumo do output dos sequenciamentos das seis amostras utilizando o lon
Torrent (PGM), bem como a leitura apds passar pelos filtros de controle de qualidade

utilizados no servidor MG-RAST (http://metagenomics.anl.gov) estdo indicados na Tabela 5.


http://metagenomics.anl.gov/
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Tabela 5 - Resultado das amostras sequenciadas (DNA total) anotadas pelo MG-RAST

Parametro Primeira Coleta (09/11/2011) Segunda Coleta (03/05/2012)
R1 R2 R3 D1 D2 D3

Pré-Controle de Qualidade

NUmero de pb 50.636.933 176.769.232 225.453.657 125.824.492 257.135.719 257.469.392

NUmero de sequéncias 584.923 1.708.373 2.348.555 1.532.644 2.382.249 2.282.295

Comprim. Médio (pb) 86138 103+23 95427 82437 107+20 112429

Contelido CG (%) 6519 6519 6619 6619 6418 6617
Pés-Controle de Qualidade

NUmero de pb 29.850.752  152.267.740 178.433.923 63.134.960  221.195.901  212.916.075

NUmero de sequéncias 326.721 1.457.083 1.787.283 710.03 2.039.379 1.871.114

Comprim. Médio (pb) 91+21 104+16 99+15 88+21 108+15 113+20

Conteldo CG (%) 6518 65+8 658 658 6418 667
Predicdo de proteinas 238.932 1.302.247 1.568.250 497.23 1.834.242 1.645.117
Proteinas identificadas 133.864 743.665 891.217 281.704 1.041.439 799.965
Categorias funcionais 96.355 527.952 631.208 202.333 732.624 584.228

Também foi feita uma curva de rarefacdo apds a anotacdo das sequéncias no
servidor MG-RAST com o objetivo de se verificar a variacdo na riqueza de espécies e na
diversidade microbiana entre as amostras avaliadas (Figura 17).

Tanto a contagem de espécies, quanto o indice de diversidade calculado em
cada amostra, tiveram valores distintos, mas aproximados. Na amostra D2 e D1, foi
encontrado o0 maior numero na contagem de espécies, isto €, maior riqueza, seguido
respectivamente pelas amostras R2, D3, R3 e R1.

Todas as amostras de rizosfera mostraram curvas de rarefagdo pouco ingremes a
esquerda e quase planas a direita, indicando que a amostragem e o sequenciamento foram

responsaveis por uma boa cobertura das espécies que compdem esse ambiente.

Contagem de espécies

P N 3 o " & & > o ) & r &
. » & * 4 R o o > o B & -

Numero de reads

Figura 17 - Curvas de rarefacdo extraidas do servidor MG-RAST, mostrando a disposi¢do dos reads
do sequenciamento metagendmico entre as 6 amostras analisadas
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Comparando as curvas de rarefagdo entre 16S realizada no QIIME e DNA total
realizada no MG-RAST, podemos observar que parecem ser semelhantes, porém as amostras
tiveram uma diferenca na riqueza e abundancia de espécies entre as duas analises. Um dos
fatores que influencia essa diferenca é que a anotacdo e bancos de dados de referencia séo
diferentes. Outro fator é que as amostras da Figura 14 sdo de sequenciamentos parciais do
gene 16S rRNA, enquanto que na Figura 17, é de DNA total.

Métodos de diversidade e ordenacao, como as curvas de rarefacdo sdo da familia de
analises paramétricas de indices e podem apresentar um resumo da riqueza e abundancia das
espécies em cada amostra (LIU et al., 2007). Isto torna as considera¢fes menos dependentes
do tamanho da amostra em comparacdo com muitos indices de diversidade simples utilizados
para ecologia microbiana (YOUSSEF; ELSHAHED, 2009). Além disso, a utilizacdo de
varios métodos de ordenacdo e a sua comparacdo garantem uma avaliacdo mais precisa e
completa da diversidade.

Em um nivel taxondmico mais alto, a comunidade da rizosfera de mandacaru
apresenta uma estrutura de comunidade notavelmente estavel, pois ndo apresenta variacoes
significativas entre as amostras e nem entre periodos amostrados. Essa estabilidade também ja
foi descrita para comunidades microbianas de diferentes solos (JANSSEN, 2006).

Esta observacdo pode fornecer informacdes Uteis sobre as estimativas da
contribuicdo de varias linhagens de bactérias ao ecossistema. De acordo com a teoria
ecoldgica e evolutiva, amostras com mais diversidade tem maior contribuicdo para funcdes
que as amostras menos diversas (GIOVANNONI, 2004; BELL et al., 2005)

Geralmente 0s grupos taxénomicos das comunidades microbianas de solos
pertencem a nove grandes filos de bactérias: Proteobacteria (principalmente a a -, f - €
subdivisbes), Actinobactérias, Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Firmicutes,
Planctomycetes, Verrucomicrobia e Gemmatimonadetes. 1sso de uma estimativa de 104 filos
candidatos reconhecidos até o ano de 2008 no banco de dados Greengenes (DESANTIS et al.,
2006). Essas estabilidades de filo e de estrutura da comunidade é observada, considerando-se
as grandes variacgOes de temperatura, pH, propriedades do solo, regimes de nutrientes e/ou de

agua.

5.4.1 Analise da estrutura da comunidade microbiana (DNA total)

A estrutura da comunidade bacteriana do metagenoma pode ser observada no grafico
da Figura 18, realizado com dados extraidos do Krona Graph na plataforma MG-RAST,
utilizando banco de dados M5NR.
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Figura 18 - Estrutura da comunidade bacteriana baseada no sequenciamento metagendmico.
Frequéncias relativas das sequéncias de filos entre as 6 amostras de DNA total. Dados
extraidos do Krona Graph na plataforma MG- RAST, utilizando anotac¢éo no banco de
dados do M5NR

A Figura 18 mostra a estrutura da comunidade bacteriana baseada no
sequenciamento de DNA total das seis amostras da Caatinga. A frequéncia relativa entre
os filos é bem semelhante entre as amostras com destaque para Actinobacteria e
Proteobacteria que sdo os filos mais abundantes em todas estas, e outros filos com menor
frequéncia. Isto pode ser confirmado pelos valores obtidos pela anélise de similaridade
(ANOSIM), onde foi observado que as amostras s@&o bem semelhantes entre si, ndo
havendo diferenca significativa entre elas (R = -0,037; p = 0,20). Pelo teste de SIMPER,
que analisa a porcentagem de dissimilaridade entre as amostras e pesa a contribuicdo de
cada grupo nesta diferenca, a diferenca total entre as amostras (chuva e seca) para os filos
mais abundantes analisados foi de apenas 4,4%. Sendo que o filo Actinobacteria contribui
com 50,4% para essa diferenca, sendo mais abundante na seca. Em seguida, o filo
Proteobacteria contribui com 14,2% dessa diferenca, sendo mais abundante na chuva. Estes
resultados vé@o de encontro com resultados obtidos por um estudo semelhante, baseado em

dois periodos ambientais (chuva e seca) numa reserva do México, que apresentou
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alteracdes nas comunidades rizosféricas de cactaceas (TORRES-CORTES et al., 2012).
Esses mesmos autores relataram Acidobacteria como grupo mais abundante em ambas
estacbes climaticas com uma contribuicdo de 32,4%, seguido de Actinobacteria
contribuindo com 16,5% e Proteobacteria que contribuiu com 12,5%, ambas também
semelhante nas duas estacdes climaticas.

Muitos estudos que tem abordado o sequenciamento de amostras de rizosfera e
solos de ambientes em diferentes estacbes também apresentaram que alteracdes na
precipitacdo influenciam a composi¢do da comunidade microbiana da rizosfera entre a
chuva e a seca (KAVAMURA et al., 2013b; DIALLO et al., 2011; CASTRO et al., 2010).
Alguns autores relatam que o filo Acidobacteria chega em média a 33,0% da abundéncia das
amostras sequenciadas em amostras do semiarido (BACHAR et al., 2010) e bem frequente em
amostras de solos (JANSSEN, 2006). Porém, no presente trabalho encontramos valores bem
menores para o filo Acidobacteria (média 1,9%).

Estudos no deserto ao sul da Tunisia, realizados por meio da analise de bibliotecas de
clones, encontraram representantes do dominio Bacteria com predominancia dos filos
Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria (CHANAL et al., 2006). Utilizando-se da
mesma técnica, Bachar et al. (2010) avaliaram a diversidade bacteriana de solos obtidos de
clima érido, semiarido, observando que o filo Acidobacteria foi significativamente mais
abundante no solo obtido de clima semiarido, j& a proporcdo dos filos Cyanobacteria,
Thermomicrobia e Verrucomicrobia aumentou com a aridez. Uma alta abundancia dos filos
Actinobacteria e Chloroflexi e baixos niveis de Acidobacteria e Proteobacteria também foram
encontrados por Neilson et al. (2012), utilizando a técnica de pirosequenciamento em solos
aridos do deserto do Atacama.

Nas analises no software do STAMP, apesar de ndo ter diferenca estatistica foi
encontrado no periodo da seca a presenca de um grande nimero de sequéncias pertencente ao
filo Actinobacteria. As Actinobacterias sdo Gram-positivas e possuem um alto teor de G+C,
possui um grande numero de géneros produtores de esporos, estrutura a qual explica a
presenca de muitos grupos em ambientes secos, j& que esta favorece a resisténcia ao calor e a
dessecacdo (WAWRIK et al., 2007, TRAAG et al., 2010).

Como néo foi observada diferenca significativa para os filos, foram feitas analises
para outros niveis taxondmicos. Comparando as classes pelo teste de ANOSIM também néo
foi observada diferenca estatistica significativa entre os periodos (r = -0,07; p = 0,70). O teste
de SIMPER indicou uma diferenca de 7,4%, sendo que as classes Planctomycetes e

Actinobacteria contribuem com 37,4% e 31,9% desta diferenca.
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Ao comparar a estrutura da comunidade dos periodos de seca (D) e de chuva (R),
foram identificados alguns taxons que apresentaram diferenca significativa (p < 0.1), bem
como alguns grupos que diferem entre os dois periodos, como pode ser observado na Tabela
6.

Tabela 6 - Taxons mais representativos durante os periodos estudados: chuva (R) e seca (D) apds
analise no STAMP, para um valor de p<0,1

. . Periodo de
Dominio Filo Taxon Valor de p dominancia

Bacteria Actinobacteria Familia Nocardiaceae p=0,046 R
Género Nocardioides p=0,013 R

Género Terrabacter p=0,096 D

Cyanobacteria Género Arthrospira p=0,043 D

Firmicutes Classe Negativicutes p=0,070 R

Ordem Selenomonadales p=0,070 R

Familia Veillonellaceae p=0,070 R

Proteobacteria Ordem Alteromonadales p=0,060 R

Ordem Rhodocyclales p=0,004 D

Familia Acetobacteraceae p=0,083 D

Familia Rhodobiaceae p=0,047 R

Familia Rhodocyclaceae p=0,014 D

Familia Shewanellaceae p=0,046 R

Género Acidovorax p=0,075 R

Género Azoarcus p=0,005 D

Género Bibersteinia p=0,042 R

Género Shewanella p=0,046 R

Eukaryota  Ascomycota Familia Arthrodermataceae p=0,014 D
Familia Pleosporaceae p=0,080 D

Basidiomycota Ordem Polyporales p=0,014 D
Chytridiomycota Classe Chytridiomycetes p=0,014 D

Ordem Rhizophydiales p=0,014 D

Ainda dentro da plataforma do MG-RAST e utilizando 0 mesmo banco de dados do
M5NR, foram geradas tabelas, exportadas e avaliadas no servidor do STAMP, para
comparacao da estrutura da comunidade bacteriana entre os dois grupos de amostras (seca e
chuva) do sequenciamento metagendmico. Analisando a estrutura da comunidade bacteriana,
ndo foi encontrada diferenca estatistica, porém, foram selecionados os dois grupos mais

abundantes para uma anélise detalhada (Figura 19).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=4761&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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Figura 19 - Graficos para comparacdo, onde A) Propor¢do de sequéncias obtidas para o filo
Actinobacteria agrupado por periodo (chuva e seca). A cor azul representa as amostras
do periodo chuvoso enquanto a cor laranja representa o periodo de seca. B) proporc¢édo
de sequéncias obtidas para o filo Proteobacteria agrupado por periodo (chuva e seca). A
cor azul representa as amostras do periodo chuvoso enguanto a cor laranja representa o
periodo de seca. Dados analisados no software STAMP com dados obtidos no MG-
RAST

Na Figura 19 podemos observar um percentual de Actinobacteria maior no periodo
da chuva, porém, essa diferenca ndo € estatisticamente significativa a nivel de filo. No
entanto, foram selecionados os dois filos mais abundantes em todas amostras (Actinobacteria
e Proteobacteria) e nota-se uma disposicdo peculiar de cada um quando comparamos 0S
periodos chuva e seca. Na seca, Actinobacteria apresentou uma diversidade muito maior que
na chuva. Enquanto que a Proteobacteria apresentou uma abundancia maior na chuva. Isso
pode ocorrer devido a disponibilidade de nutrientes, umidade, temperatura favoravel, matéria
organica ser maior na chuva, onde os grupos microbianos mais abundantes se destacam por
sua rapida resposta de crescimento com recursos disponiveis.

Em geral, linhagens apresentando maiores diferencgas de classificagdo de diversidade
também exibem a maior diferenca na abundancia relativa dos conjuntos de dados examinadas,
dentre os quais apresentaram uma correlagdo positiva entre abundancia relativa e diversidade
de Actinobacteria e Acidobacteria (YOUSSEF; ELSHAHED, 2009).

Nesse estudo, também ndo obtivemos uma diferenca significativa para explicar a
pequena variacdo encontrada na porcdo do filo Proteobacteria no periodo de seca. Ao

contrario de Cruz-Martinez et al. (2009), que observaram uma maior proporcdo de
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representantes do filo Proteobacteria durante o periodo chuvoso e reducdo do numero de
representantes do filo Actinobacteria neste mesmo periodo. Estas diferengas podem ser
devido ao tipo de estratégia adotada por estes micro-organismos, onde grupos abundantes na
seca devem possuir uma estratégia de crescimento lento, sendo considerados como
estrategistas do tipo K; enquanto grupos favorecidos em amostras de chuva podem indicar
uma estratégia do tipo R, com respostas rapidas a alta disponibilidade de recursos (FIERER et
al., 2007).

Essa diferenca também ocorre porque em condi¢bes extremas como na seca, Se
destacam grupos raros, que apesar de uma abundancia menor sdo adaptados a essas condi¢fes
adversas desaforiveis para a vida da maioria dos organismos. Na Figura 20, onde
selecionamos apenas Proteobacteria, a disposicdo do filo foi mais abundante na seca e
também com uma diversidade maior no periodo da seca, porém, essas diferencas também nao
sdo significativas.

Podemos dizer que no periodo da seca encontramos uma maior diversidade por estar
presente 0s organismos “extremofilos”, termo que define organismos com habilidade de
ultrapassar condi¢fes que do ponto de vista humano sdo consideradas extremas, embora para
outros organismos sejam condigdes ideais.

A maioria dos extremoéfilos sdo micro-organismos e ja foram descritas varias
definicBes de acordo com a fisiologia de cada grupo. Assim sendo, ha aqueles que crescem
em ambientes com pH elevado (alcalifilicos); para aqueles que crescem em altas
concentragcdes salinas (halofilicos); os que dependem de poucos nutrientes para seu
crescimento (oligotroficos); os que crescem entre materiais rochosos (endoliticos); séo
aqueles em que a temperatura ideal de crescimento € menor ou igual a 15°C (psicrofilicos) ou
maior ou igual a 80°C (hipertermofilicos); com destaque para 0s que conseguem crescer em
ambientes com baixa atividade de agua, sendo considerados xerofilicos ou xerotolerantes
(HORIKOSHI, 2007). Onde os xerotolerantes, toleram uma baixa disponibilidade de agua
enquanto os micro-organismos xerofilicos sdo aqueles que necessitam de baixa atividade de
agua para seu crescimento (GRANT, 2004).

Ainda no MG-RAST foi gerado o “Heatmap” (Figura 20) das sequéncias das amostras
de seca e chuva foi feito a classificacdo filogenética onde foi utilizado para a classificacéo
taxondmica o banco de dados M5NR e observado ao nivel de filo.

Nesta analise podemos observar novamente os mesmos filos predominantes ja
mencionados na classificacdo taxondmica do gene 16S rRNA, onde tivemos os filos

Actinobacteria e Proteobacteria em todas as amostras. Novamente ndo tivemos uma separacao



70

pelo periodo amostrado (chuva e seca), porém, podemos perceber que as amostras R2 e R3
(chuva) ficaram separadas da D2 e D3 (seca), isso pode indicar que a amostra R1 e D1 que
representa a mesma planta porém em periodos diferentes, foi quem nao apresentou diferenca
alguma entre o periodo de chuva e seca e assim comprometendo a separacdo das amostras por
periodo estudado.

Esse resultado é diferente quando comparamos com a andlise de clustering baseado
no sequenciamento parcial do gene 16S (Figura 15) e o “Heatmap” de fungdes que ilustra a
distancia de cada uma das amostras analisadas. No entanto, analisando o 16S utilizamos
bancos de dados diferentes (Greengenes e Subsystems), enquanto que no sequenciamento
shotgun foi utilizado o banco de dados M5NR.
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Figura 20 - Analise de agrupamento “Heatmap” da classificagdo filogenética baseada nos dados de
abundancia total de UTOs gerado no servidor do MG-RAST utilizando como referéncia
0 banco de dados do M5NR, apresentando os filos associadas as amostras a direita e em
cima o agrupamento das mesmas. R) amostras no periodo de chuva e D) amostras no
periodo de seca
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5.4.2 Andlise funcional

Analisando-se a parte funcional, foi observada diferenca estatisticamente
significativa e aumentando-se a resolucdo para genes, foram encontradas diferencas
significativas para alguns genes como Isoleucyl-tRNA synthetase , Allophanate hydrolase
subunit 2 e Adenine specific DNA methylase Mod e Acyl-CoA thiosterase que foram
abundantes no periodo da chuva. As funcdes significativamente (p < 0,05) mais abundantes
na seca foram Glucose dehydrogenase (p < 0,01), Predicted Fe-S-cluster redox enzime,
Glutamine  phosphoribosylpyrophosphate  amidotransferase e Phosphorilbosyl-ATP
pyrophosphohydrolase (Figura 21).

95% confidence intervals
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Figura 21 - Comparag&o de sequéncias obtidas do MG-RAST utilizando o banco de dados Subsystems
e analisados no software Stamp ao nivel funcional. A cor azul representa as amostras do
periodo chuvoso enquanto a cor laranja representa o periodo de seca

O agrupamento Fe-S (ferro-enxofre) da enzima redox esta presente em quase todos
organismos Vvivos cuja montagem biossintética é dependente do complexo maquina de
proteina (Fe-S) e foram mais abundantes no periodo da seca. Estes grupos estdo envolvidos
em importantes processos bioldgicos ja caracterizados para Proteobacteria, como fixacdo de
azoto e assimilacdo de enxofre, e também associados ao filo Firmicutes, o qual apresenta
varias bactérias patogénicas (RIBOLD et al, 2013).

A adenina DNA metiltransferase (ethylase Dam CCRM) pertence as
Gammaproteobacteria e 0 gene regula o ciclo metiltransferase methylase de
Alphaproteobacteria, ao catalisar uma reacdo de metilacdo de grupos de adenosina usando S-
adenosil- metionina como doador de metila em alvos de DNA semelhantes (exemplo: GATC

e GANTC). Também foi atribuida & Dam CCRM a possivel influéncia na interacdo patégeno-
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hospedeiro e especialmente interessante é a evidencia de que a metilagdo Dam regula os
genes de viruléncia em Escherichia coli, Salmonella e Yersinia ao nivel pos-transcricional
(MARINUS; CASADESUS, 2009).

Accharomyces cerevisiae pode utilizar ureia como uma Unica fonte de azoto, este
composto é degradado em CO2 e NH3 por um complexo multienziméatico. Whitney et al.
(1973) descreveu que o composto intermediario, alofanato (Allophanate hydrolase) € o
indutor de ambos carboxilase ureia e alofanato hidrolase, um dos complexos enzimaticos que
podem ser utilizados na degradacdo de ureia em estirpes selvagens. O sitio catalitico
isoleucina é o local de reconhecimento do tRNA-isoleucina sintetase, este auxilia e aumenta a
velocidade de ligagdo da enzima isoleucil-AMP ao sitio do tRNA em seis vezes, isso
detectado em Escherichia coli mostrando o efeito de substratos sobre a interacdo da enzima
(YARUS, 1969).

A glucose deydrogenase é uma enzima que pertence a familia de oxidoredutases,
especificamente aqueles que atuam sobre o grupo CH-OH. O nome sistematico da classe de
enzimas € a D-glicose: aceitador 1- oxidorredutase. Outros nomes comuns incluem o uso de
glucose desidrogenase (Aspergillus), glucose desidrogenase (descarboxilagdo), e D-glucose:
(aceitador) 1-oxidorredutase. Esta enzima participa da via das pentoses fosfato e ela emprega
um cofator, FAD.

Foram identificados genes representativos para determinados periodos, sendo alguns
genes como Adenina DNA methylase encontrado com mais abundéncia na chuva, pode
apresentar funcdo de defesa, pois regula genes de viruléncia em alguns micro-organismos. E
outros aceleram a degradacdo de alguns compostos como uréia, que € o caso da enzima
allophanate hydrolase também mais abundante na chuva.

As sequéncias de DNA geradas pelo lon Torrent que passaram pelo servidor de
anélises metagenémicas MG-RAST foram anotadas com base na classificacdo hierarquica
Subsystems, que também permitiu a classificagdo funcional das amostras e também permitiu
gerar o “Heatmap” (Figura 22). Nesse grafico, podemos observar as fun¢es anotadas e

compara-las entre as seis amostras.
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Figura 22 - Analise de agrupamento “Heatmap” da classificacdo funcional baseada nos dados de
abundéancia total de UTOs gerado no servidor do MG-RAST utilizando como referéncia
0 banco de dados do Subsystems, apresentando as fungdes associada as amostras a
direita e em cima o agrupamento das mesmas. R) amostras no periodo de chuva e D)
amostras no periodo de seca

Considerando a classificagdo funcional pelo “Heatmap” também ndo apresentou
separagdo por periodo avaliado. No entanto foi identificado varias fungcdes em comum entre
as seis amostras sequenciadas. Das quais as mais abundantes sao relacionadas a carboidratos,
metabolismo de proteinas, subsistemas baseados em agrupamentos, aminoacidos e derivados,
respiracdo, metabolismo de RNA e resposta ao stress.

Muitos desses fatores podem estar relacionados as atividades metabdlicas associadas
aos ciclos essenciais para a manutencdo da vida nesse ambiente e também relacionados a
defesa da planta, consequentemente, suportando a sobrevivéncia da planta hospedeira.
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6 CONCLUSAO

A avaliagdo da estrutura taxondmica da comunidade bacteriana pelo
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA revelou que ndo ha diferenca estatistica no
nivel de filo entre as comunidades microbianas da rizosfera de mandacaru na chuva e na
seca. Porém, em niveis especificos de classificacdo (classe, ordem, familia e género) foram
observados alguns grupos raros e pequenas diferencas entre os periodos. Assim, podemos
concluir que o efeito do padréo de precipitacdo na caatinga altera a frequéncia de grupos
taxondmicos especificos.

O sequenciamento de DNA total permitiu a identificacdo de funcdes que séo
relacionadas a resisténcia a doencas e sdo mais abundantes na estacdo seca, enquanto funcgdes
relacionadas ao metabolismo do nitrogénio sdo mais abundantes durante o periodo chuvoso.
Estes resultados indicam que o microbioma da rizosfera pode auxiliar a planta hospedeira
conferindo protecdo contra doencas na seca e participa mais ativamente do ciclo do nitrogénio

no periodo de chuva.
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