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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

Esta dissertacdo teve como objetivo principal a caracterizacdo da diversidade
filogenética e funcional numa abordagem metagendémica, de amostras de solo de floresta
e pastagem da Bacia do Rio Mutum-Parand-RO, bem como o isolamento e triagem de
bactérias e leveduras com potencial uso no biocontrole de fitopatdgenos. Assim, foi
dividida em dois Capitulos, sendo o CapitOlointitulado “Diversidade funcional e
taxonémica da comunidade bacteriana apds conversdo de areas da floresta Amazoénica
em pastagem” e teve como principais objetivos a caracterizagao da diversidade bacteriana
taxonoémica e funcional nas amostras de pastagem e floresta, bem como entendimento de
guais fatores quimicos do solo atuam sobre a distribuicdo da comunidade bacteriana. A
analise funcional foi realizada com énfase nas categorias que nos respondessem qual dos

ambientes seria mais susceptivel ou mais resistente a incidéncia de fitopatégenos.

O Capitulo 02 intitulado “Potencial antagonista de bactérias e leveduras de solo
Amazodnico frente a fungos fitopatogénicos” teve como objetivos o isolamento e
caracterizacao de bactérias e leveduras obtidas das amostras de solo da baéifidaidrog
do rio Mutum-Parana- RO que fossem capazes de apresentar potencial antagonista contra
os fitopatdgenoBotrytis cinerea, Colletotrichum acutatusirusarium oxysporurh sp.

cubense

Xi



RESUMO

SILVA, Thamar Holada da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2016.
Diversidade e potencial antagonista de bactérias sob o efeito do uso da terra em solos

de pastagem e de floresta na bacia Amazonid@rientadora: Cynthia Canédo da Silva.
Coorientador: Marcos Rogério Totola.

Os microrganismos exercem uma ampla diversidade de fun¢des no solo e atuam como
indicadores capazes de refletir pequenas mudancas nas propriedades desse, antes mesm
gue alteragcbes nos teores de matéria organica possam ser detectados, tornando possive
evidenciar alteracdes antrépicas no solo. Devido a continua acdo antropica sobre o0s solos
existe uma grande necessidade de se estudar como as comunidades microbianas tem
respondido a estas alteracdes. Este trabalho teve como objetivos analisar a diversidade
taxonémica e funcional da comunidade bacteriana em solos de pastagem e solos de
floresta Amazonico através de técnicas independentes de cultivo, bem como o isolamento
de bactérias e leveduras que tivessem potencial antagonista contra fitopatégenos. As
andlises filogenéticas mostraram que os filos mais abundantes em ambos os ambientes
foram Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicat€hloroflexi, porém

uma maior diversidade foi encontrada nos solos de past&dggeanalise funcional foi

possivel notar que o ambiente de pastagem obteve um maior nimero de genes
relacionados a dorméncia/esporulacdo, respostiesse metabolismo de aminoacidos.

Genes associados com resisténcia a antibioticos foram menos abundantes em pastagem
do que em floresta, concluindo que os solos de floresta sdo mais estaveis e menos
susceptiveis a acao de fitopatdbgenos oportunistas quando comparados aos de pastagem.
Um total de 54 microrganismos foram isolados das amostras de solo, destes, 45 bactérias
e nove leveduras. Duas bactérias, identificadas cBawllus spp. eLysinibacillus
xylanilyticus e quatro leveduras apresentaram percentuais de inibicdo Botyss

cinereg os percentuais de inibicdo variaram de 19,69% a 44,16 %. Quando testados
contraFusarium oxysporunapenas trés isolados de leveduras foram os responsaveis
pelos resultados positivos em relagéo ao controle, com percentuais de 33,11 % a 36,63%.
ContraColletotrichum acutatuncinco isolados de levedura foram capazes de reduzir o
tamanho do fitopatbgeno, com percentuais variando de 35,53% a 48,64%. Sendo assim

os isolados mostraram-se favoraveis para o biocontrole dos patdgenos testados.
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ABSTRACT

SILVA, Thamar Holanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, July, POddgsity

and antagonist potential of bacteria under the effect of land use on pasture and
forest of Amazon region. Advisor: Cynthia Canédo da Silva. Co-advisor: Marcos
Rogério Tétola.

Microorganisms perform a wide variety of functions in the soil, and are able to act as
indicators that reflect small changes in soil properties, even before changes in soil organic
matter can be detected, making it possible to observe anthropogenic changes in the soil.
Because of continuous human action on the soll, there is a great need to study how
microbial communities have responded to these changes. This study aimed to analyze the
taxonomic and functional diversity of the bacterial community in grassland soils and
forest soils from Mutum Parana river basin in the satate of Rononia, Brazil. For this
independent cultivation techniques as well as the isolation of bacteria and yeast that had
antagonist potential against plant pathogens were used. Phylogenetic analysis showed
that the most abundant phylum in both environments were Acidobacteria, Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutes and Chloroflexi, but the greatest diversity was found in forest
soils. In the functional analysis one could notece that the grassland soils obtained a larger
number of genes related to dormancy / sporulation, stress response, and amino acid
metabolism. Genes associated with resistance to antibiotics were less abundant in pasture
than in forest, concluding that forest soils are more stable and less susceptible to action
of opportunistic pathogens when compared to pasture. A total of 54 microorganisms were
isolated from soil samples of these 45 bacteria and nine yeasts. Two bacteria, identified
as Bacillus spp. andLysinibacillus xylanilyticusand four yeast showed inhibition
percentage againgotrytis cinereathe inhibition percentage ranged from 19.69% to
44.16%. When tested agairfatisarium oxysporumonly three yeast isolates present
positive results in the control, from 33.11% to 36.63% success percentage. Against
Colletotrichum acutatumnfive isolates of yeast have reduced the size of the pathogen,
with percentages ranging from 35.53% to 48.64%. Thus, isolates were favorable for the

biocontrol of the tested pathogens.
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1.0 INTRODUCAO

Com o advento da biologia molecular, um grande espectro de campos de pesquisa
anteriormente nao explorados tornou-se possivel. Acoplado as abordagens da
microbiologia classica, fazem possivel a obtencao de informacgdes genéticas, metabdlicas
e ecoldgicas, que tem agregado conhecimentos aplicados as mais diversas areas,
principalmente aquelas ligadas a obtencdo de produtos biotecnolégicos, como as
indastrias de quimica fina, farmacéuticas, téxteis, dentre outros. Assim, a busca por novos
organismos, genes, enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos
gue possam ter um potencial econémico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de
um produto, tornou-se sistemética. Isto fez com que o conhecimento da biodiversidade e
a bioprospeccao de novos microrganismos e/ou produtos destes, fossem o foco principal

da era biotecnoldgica.

O solo € um sistema complexo e heterogéneo que abriga grande diversidade
biolégica, e a maior parte de sua biomassa é constituida por microrganismos. Essa
representatividade no meio ambiente € um fator crucial para regulacédo e funcionament
dos ecossistemas. Os microrganismos do solo mostram-se favoraveis como marcadores
biolégicos, podendo ser utilizados no reconhecimento de ecossistemas modificados.
Atuam como indicadores capazes de refletir pequenas mudancas nas propriedades do
solo, antes mesmo que alteracdes nos teores de matéria organica possam ser detectados

tornando possivel evidenciar altera¢des antropicas no solo.

Neste sentido, um grande esforco esta sendo concentrado na exploracdo da
microbiota bacteriana do solo, visto que esta é determinante na manutencéo da vida nos
diferentes ecossistemas do planeta. As bactérias sdo o grupo de microrganismos mais
abundantes no solo. Elas participam ativamente da ciclagem de nutrientes através da
decomposicao de matéria organica e auxiliam na manutencéo da estrutura fisica e quimica
do solo, contribuindo para a sua fertilidadg@odendo ser consideradas promotoras de
crescimento das plantas, o que pode oferecer inimeras possibilidades de interagédo entre

0 solo, os nutrientes e o0s vegetais.

Existe um crescente numero de estudos a respeito da alteragdo da deersidad
microbiana do solo AmazOnico. Entretanto ainda faz-se necessario um levantamento a

respeito do efeito das mudancas no uso da terra aslpropriedades fisico-quimicas e



suas relacbes com grupos especificos de microrganismos. Por isso, a diversidade
microbiana deve ser levada em conta na avaliacdo do impacto que as alteracdes do uso

do solo podem causar ao ambiente.

A crescente pressao antropica na regido da Bacia do Rio Mutum Parana-RO esta
acarretando um rapido processo de converséo de floresta ombroéfila em areas de pastagem.
Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivos caracterizar a diversidade
bacteriana filogenética e funcional presente em amostras de solo de floresta e de pastagem
da bacia hidrografica do rio Mutum Parana-RO, pelo emprego de técnicas independentes
de cultivo microbiano. Adicionalmente, isolar bactérias das amostras de solo para avaliar

seu potencial antagonista para determinados fungos fitopatogénicos.

2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Localizagao da area de estudo e caracteristicas climasca

A bacia hidrogréafica do rio Mutum Parana é uma sub-bacia do rio Madeira cujo
exutorio foi atingido pelo reservatério da Usina Hidrelétrica de Jirau (NUNES, 2004).
Esta localizada no Municipio de Porto Velho, Distrito de Mutum Pard®@ (Distrito
criado pelo Decreto Legislativo n® 057 de 21 de novembro de 1985), a montante da
Capital Porto Velho, incorporando airalarea do Municipio de Nova Mamoré. Localiza-
se a noroeste do estado, no alto rio Madeira e dista da Capital Porto Velho cerca de 225
km até o ponto de entrada. Sua area total é de 3.503,58 Km2 (Fiura 01
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Figura 01: Mapa da Bacia Hidrogréfica do rio Mutum-Parana - RO. A area hachuradapao m

maior representa a localizagédo da area de estudo dentro do estado de Rondénia.



Estudos realizados caracterizaram a bacia do rio Mutum Parana como sendo de
clima equatorial imido, de baixas altitudes e de altos indices pluviométricos (NIMER,
1989; SEDAM, 2005) O regime térmico é considerado quente, uma vez que a
temperatura se mantém sempre acima de 18°C. Conforme a classificagdo de Kdppen, a
regido possui clima Tropical Chuvoso, caracterizado por uma estacdo chuvosa e uma
estacao seca. A cobertura vegetal € marcada pela presenca de Floresta Ombréfila Aberta

com arvores de grande porte que podem chegar a 50 m de altura (DNPM, 1978).

2.2 Microrganismos do solo

Os microrganismos exercem uma ampla diversidade de funcées no solo: decompde
compostos organicos e liberam elementos inorganicos, processo chamado de
mineralizacdo; oxidam formas reduzidas de elementos, como enxofre elem&néar (S
sulfato (SQ@"); e reduzem formas oxidadas de elementos, como nitrata\Qyas
nitrogénio (N); reduzem dinitrogénio para formas biologicamente utilizaveis (aménia)
(FUHRMANN et al, 2005). Podem ainda atuar como promotores de crescimento de
plantas (KLOEPPER e SCHROTH, 1978), ou estar envolvidos em relacdes simbidticas
como nas associa¢des micorrizicas com as plantas onde também sdo capazes de aumenta
a produtividade da planta (JOHNSON; GRAHAM e SMITH, 1997).

As bactérias sdo o grupo de microrganismos mais abundantes no solo, sendo que
suas populacdes excedem a faixa das centenas de milhgete(it@lividuos por grama
de solo, e podem representar déd ¢ espécies diferentes (FUHRMANN et al., 2005).

A distribuicdo das comunidades bacterianas no solo é controlada por uma série de
fatores, incluindo caracteristicas fisico-quimicas (ex., profundidade, fatores geogénicos,
pH, salinidade e temperatura), estrutura dos microambientes (e.x., espacos dos poros,
filmes d’agua, matéria organica), e a presenga de outros organismos vivos (e.x., fungos,
artropodes) (GUAN et al.,, 2013). Em trabalho utilizando diferentes regimes de
fertilizantes em duas temporadas do ano, Zhao et al. (2014) mostraram que as praticas de
fertilizacdo e as mudangas sazonais podem afetar as propriedades do solo, biomassa
microbiana e estrutura da comunidade bacteriana. Esses autores confirmaram que, tanto
o tratamento com fertilizantes, quanto a estacdo eram fatores importantes na variagcao da

composigcdo da comunidade bacteriana e que os nutrientes do solo (por exemplo, K



disponivel, N total, o P total e a matéria organica) mostraram correlacao significativa com

a maioria dos taxons abundantes.

Faoro et al. (2010) mostraram que existe uma associacao entre o nivel de altitude e
a diversidade microbiana, e que isto ocorre porque ha mudancas na temperatura, na
disponibilidade de oxigénio, na vegetacdo e nas atividades humanas que ocorrem em
altitudes mais baixas, fatores que alteram as caracteristicas fisico-quimicas do solo e,

consequentemente, a diversidade bacteriana.

2.3 Diversidade microbiana na Floresta Amazobnica

As florestas tropicais compreendem cerca de 7% da superficie terrestre, porém,
sozinhos estes sistemas abrangem mais de 60% da biodiversidade de plantas e animais
do mundo (DIRZO; RAVEN, 2003). A floresta tropical Amazénica tem sofrido
drasticamente com a redugdo das suas areas através do desmatamento, que visam
principalmente a expansdo das atividades agricolas (PAULA et al., 2014). As ac¢les
antropicas sdo, sem duvida, o principal fator responsavel pela perda da biodiversidade,
sendo essa perda a principal mudanca ambiental global e irreversivel que a Terra enfrenta
atualmente (DIRZO; RAVEN, 2003). A estimativa da taxa anual do desmatamento na
Amazonia Legal aponta que 5.012 km?/ano foram desmatados no periodo de agosto de
2013 a julho de 2014 (INPE, 2014).

Comunidades bacterianas do solo exercem um papel crucial na estrutura e
sustentabilidade das florestas, por estarem diretamente ligados aos ciclos
biogeoquimicos, e a mitigacdo de doencas de plantas. Assim, a diminuicdo destas
comunidades poderia levar a um desequilibrio na sustentabilidade e resiliéncia do bioma
florestal (VASCONCELLOS:t al, 2014).

A diversidade microbiana responde fortemente a essas alteracfes sobre o uso do
solo (PAULA et al., 2014). Ela responde principalmente as altera¢des fisico-quimicas que
sdo causadas no solo depois do desmatamento, que resulta em aumento do teor de matéric
organica depositada, e ainda as altera¢des vindas da adicdo de insumos agricolas e outros
produtos quimicos (MENDES et al., 2015; JESUS et al., 2009; SULEIMAN et al;, 2013
NAVARRETE et al., 2015).

Inéculos bacterianos e fangicos tem potencial para restaurar a fertilidade de solos

degradados através de varios processos. Estes microrganismos aumentam a
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biodisponibilidade de nutrientes através da fixacdo de nitrogénio, promovem o
crescimento de plantas pela mobilizacdo de nutrientes chaves, como fésforo, potassio e
ferro para as plantas cultivadas, enquanto estas melhoram a estrutura do solo, através da

agregacéo e estabilidade do mesmo (RASHID et al., 2016).

Quando submetida a algum tipo de disturbio, a comunidade microbiana pode reagir
de diferentes formas: i) a composi¢do microbiana pode ser resistente e ndo mudar apés o
distarbio; ii) a composi¢cdo microbiana pode ser alterada, mas voltar rapidamente a
composicao original (resiliéncia) ou iii) a composicdo microbiana pode permanecer
alterada, o que implicaria uma mudanca funcional (ALLISON et al., 2008). Paula et al.
(2014) mostraram que ap6s um disturbio causado no solo pelas praticas agricolas, os solos
perturbados tém menor riqgueza e diversidade de genes funcionais quando comparados a

solo de floresta primaria.

Varios estudos de diversidade microbiana tém sido realizados na floresta
Amazbnica sob acdo antropica (JESUS et al.,, 2009; RODRIGUES et al., 2013;
MENDES, 2014, PAULA et al., 2014; NAVARRETE et al., 2015; MENDES et al., 2015)
(Figura 02). Alguns deles (JESUS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013) tem mostrado
qgue a diversidade bacteriana do solo sem perturbagBes antrépicas € menor que a
diversidade observada nos solos que foram transformados em pastagem. JESUS et al.
(2009) explicaram que, possivelmente, a intensidade da pratica agricola de corte e queima
nao tenha sido suficiente para impactar significativamente a comunidade bacteriana no
seu sitio de pesquisa, sitios estes que eram circundados por grandes areas florestais que
serviriam como fonte de inéculo para colonizacdo de areas previamente desmatadas.
Entretanto, segundo RODRIGUES et al., (2013) apesar da maior diversidade filogenética
nas areas de pastagem, esta havendo uma homogeneizacdo da comunidade microbiana,
onde a mesma torna-se mais similar dentre os espacos, havendo perda liquida de
diversidade observada nos solos de floresta.

No que diz respeito a diversidade funcional em solos Amazénicos, PAULA et al.
(2014) observaram que nos solos de pastagem os genes ligados a ciclos biogeoquimicos,
degradacgédo de compostos organiegssisténcia a antibidticos e a estresses, apresentam

menores diversidade e riqueza que quando comparados aos solos de floresta primaria.
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Figura 02: Localizagdo dos principais trabalhos de diversidade taxondmica de Bacteria
realizados na Amazonia. Pontos: Amarelo - (JESUS et al.,2009); Azul - (RR¥AE et al.,

2015 a), (MENDES et al., 2015 a); Verde - (RODRIGUES et al., 2013) e Vermelasenps
trabalho.

2.4 Métodos moleculares para acesso a diversidade microbiana
Nos estudos de diversidade microbiana muitas limitacdes ainda precisam ser

vencidas. Dentre elas a grande heterogeneidade espacial do solo e a distribuicdo dos
microrganismos; a incapacidade de cultivar em laboratério todos os microrganismos,
devido a grande diversidade de requerimentos nutricionais; as limitacdes dos métodos
baseados em abordagens moleculares, como por exemplo conseguir separar as bactérias
gue vivem agregadas as particulas de solo para uma posterior extracao de acidos nucléicos
e/ou PCR e ainda a ambiguidade taxondmica de microrganismos, principalmente devido

a dificuldade de definicao de espécies para os mesmos (KIRK et al., 2004).

No entanto, com o advento da era biotecnolégica novas abordagens tém surgido a
cada ano, melhorando e facilitando o acesso e a disponibilidade as informacdes
intrinsecas de cada organismo e até mesmo de ambientes complexos como o solo. Estima-
se gue a diversidade cultivavel de microrganismos nao ultrapasse o valor entre 0,1 e 10
% do total de microrganismos presentes em uma amostra, devido as dificuldades em se
reproduzir as condicbes que todas as espécies ou grupos requerem em seu habitat
(ZEYAULLAH et al.,, 2009). Por meio das técnicas de biologia molecular, que

independem do cultivo microbiano, tem sido possivel contornar algumas destas



limitacdes, permitindo maior acesso a composi¢cao taxondémica e até mesmo funcional,

das diversas amostras ambientais, incluindo o solo.

A metagendmica foi definida por Kim et al. (2013) como sendo o estudo do
metagenoma, que é o DNA gendmico total proveniente de uma amostra ambiental. Sendo
assim, a abordagem metagendmica se caracteriza por contornar a necessidade de cultivo
e, em funcdo da vasta diversidade microbiana, é conduzida em grande escala
(HANDELSMAN, 2005).

Aplicages biotecnoldgicas da metagendmica podem ser favorecidas pela busca de
estudos ecoldgicos fundamentais com foco na bioprospecc¢ao por novos microrganismos
ainda nao cultivaveis ou por produtos desEHSY(AULLAH et al., 2009). Através da
utilizacdo de bibliotecas metagendmicas, o uso de amostras de solo ja se mostrou capaz
de acessar novas enzimas relacionadas ao branqueamento da celulose, de alto interesse
na industria de papel (VERMA et al., 2013) ou ainda na utilizagédo de genes para atividade

lipolitica, tais como esterases e lipase&E et al.,2004).

Bibliotecas metagendmicas, também chamadas de metagen6mica funcional,
consistem na clonagem de fragmentos de DNA extraidos a partir das amostras ambientais
em vetores do tipo BACB@cterial Artificial Chromosomje cosmidios e fosmideos
(LEE; LEE, 2013). Tem sido utilizado como estratégia para a exploracdo do potencial
metabdlico de microrganismos ainda nao cultiviveis, consequentemente permitindo o

acesso a novas atividades biologicas.

Dentre as metodologias independentes de cultivo para estudo da diversidade
microbiana estdo incluidas as metodologias baseadas enfin@€ffinting como
DGGE (Eletroforese em gel de gradiente desnaturante), RT-PCR (PCR em Tempo Real)
e aquelas baseadas em sequenciamento massivo de DNA total ou amplicons, também
chamada de metagendémica, provenientes de amostras ambientais (HERMANSSON e
LINDGREN, 2001; STUBNER, 2004).

Para a abordagem que envolve o sequenciamento massivo de amplicons, a maioria
dos trabalhos tem se baseado no sequenciamento do gene RNAr 16S para bactérias ou
18S e ITS para fungos. Este gene (RNAr 16S) € comum a todas as formas de vida, pois
compreende a subunidade menor do ribossomo (SSU RNAr), e sua comparagéo prové

um contexto filogenético informativo, nos quais é possivel qualificar e quantificar a



diversidade entre os diferentes taxons (ANTONOPOULOS et al.,, 2010). Ja o
sequenciamento massivo do DNA total phptgun,que |é todos os fragmentos sem a
amplificacé@o prévia de algum gene, permite a andlise funcional da amostra (SOUZA, et
al., 2013). Porém, para um sucesso completo da metagenémica do solo é preciso uma
combinacdo de selecdo adequada de amostras, métodos de extracdo de DNA e
sequenciamento eficientes, juntamente com uma robusta analise de bioinforméatica dos
dados de sequenciamento (MOCALI e BENEDETTI, 2010).

2.5 indices de diversidade microbiana
O conceito de espécie ja € muito bem definido para organismos superiores, e mesmo

com algumas varia¢des ele ¢ extensamente utilizado como sendo “agrupamentos de
populacdes naturais intercruzantes, reprodutivamente isoladas de outros grupos com as

mesmas caraatiticas” - definicdo proposta por Mayr (1967

Esta definicdo é extremamente limitante quando tratamos de microrganismos, que
podem se comportar através de reproducéo assexuada, fazendo com que outras definicoes
sejam requeridas. Todas as defini¢cdes tradicionais de espécies procariéticas devem levar
em conta a transferéncia lateral de genes, a transferéncia plasmidial, traducdo e
transformacéo (LIU e JANSSON, 2010).

E comum o equivoco de tratar a diversidade biolégica, ou biodiversidade, como um
sinbnimo de riqueza de espécies. Entretanto a abundancia de espécies precisa levar em
conta a equitabilidade uma medida de qudo similar as espécies sdo, nas suas
abundéancias. Assim, uma montagem em gque a maioria das espécies sdo igualmente
abundantes, € uma que tem maior equitabilidade (MAGURRAM, 2004).

A riqueza de espécies pode ser padronizada por meio de um indice de riqueza
(MAGURRAM, 2004). Tais indices basicamente dividem a riqueza de espécies
observada numa amostra por algum termo envolvendo o numero de individuos na
amostra, como nos Indices de Margalef e de Menhinick. Uma vantagem destes indices é
gue, para uma mesma comunidade, eles tendem a assumir um valor constante em relacao
a aumentos no esforco amostral. Apesar disto, ndo sao frequentemente utilizados na
literatura (MELO, 2008).



Nenhum indice quantitativo da diversidade bioldgica pode capturar a magnitude e

a direcdo da mudanca ambiental (OGUNSEITAN, 2008), entretanto alguns indices de
medida de diversidade tém sido utilizados como uma tentativa de refletir a aparente
diversidade das comunidades microbianas. O indice de Shannon é baseado na abundancia
proporcional das espécies, levando em conta tanto a uniformidade (equitabilidade) quanto

a riqueza de espécies. O aumento do numero de espécies ou 0 aumento da uniformidade
das abundancias aumenta a diversidade. Sendo assim, as espécies raras possuem um pes
maior do que as espécies comuns, e quanto maior o indice, maior a diversidade
(MAGURRAM, 2004).

Outro indice aplicado é a cobertura. Esta indica 0 quanto os resultados obtidos
reproduzem a comunidade observada. Uma cobertura minima%esigdifica que os
indices de diversidade calculados sdo os mais préximos possiveis da realidade (GOOD,
1953; LEMOS et al., 2011).

2.6 Controle biologico de fungos fitopatogénicos

As doencas de plantas sdo responsaveis por grandes perdas em culturas de
importancia econdmica, principalmente aquelas que ocorrem durante a pés-colheita. A
busca de novos microrganismos com potencial para utilizacdo em protocolos de control
biolégico vem se tornando uma prioridade nos paises que apresentam tradicdo agraria,
como o Brasil (PIMENTA, 2004). Sabendo que quanto maior a diversidade de uma
regido, maiores sdo as chances de obtencdo de um agente biocontrolador, a busca por
estes organismos, assim como o desenvolvimento de tecnologias de utilizagdo passaram
a assumir uma funcéo estratégica para o desenvolvimento e independéncia tecnolégica
(STROBEL, 2006).

Alguns microrganismos tém a capacidade de exercer um efeito antagonista sobre
diferentes patdgenos, sendo empregados para controlar diversas enfermidades de frutos e
vegetais, especialmente na fase de pdés-colheita. Existem numerosos trabalhos na
literatura que buscam obter agentes microbianos para um controle biolégico
potencialmente eficiente, onde um grande numero de antagonistas tem sido pré-
selecionados em testes de antagonismaotro. Esta capacidade antagonista justifica o
grande interesse econdmico-sanitario nesses organismos, visto capacidade de produzir

metabdlitos primarios e secundarios de interesse, como por exemplo Fenazinas
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produzidas poPseudomonas fluoresce?s9 e 30-84 que controlaBaeumannomyces
graminis var. tritici; Bacillomycina D produzida poBacillus subtilis AU195 que
controla a contaminagao de aflotoxinas produzidasAgpergillus flavusg Iturina A
produzida porB. subtilis QST713 que controla a podriddo @®trytis cinerea e
Rhizoctonia solanfPAL e GARDENER, 2006).

N&o muito raro, pode ser que um unico isolado apresente um amplo espectro de
acOes contra fitopatdgenos devido a producgéo de substancias antifungicas, como relatado
paraBacillus coagulangjue mostrou um amplo espectro de atividade antifingica contra
0s patogenoBotrytis cinerea Alternaria solanj Phytophthora drechsleriFusarium

oxysporume Glomerella cingulatf WANG et al., 2013).

Os fitopatdgenoB. cinerea, Colletotrichum acutatue. oxysporunsdo agentes
causadores de véarias doencas em importantes cultivos vegetaiisereaé conhecido
como o agente causador da podriddo cinzenta, principalmente em cultura de morango
(SYLLA et al., 2015 FELIZIANI; LANDI; ROMANAZZI, 2015). E um dos maiores
responsaveis por perdas de producdo no campo e na pos-colheita. O uso de agentes de
controle biolégico € uma alternativa promissora no controle da podrid&wtdgis
(HAMMAN, 2011). Compostos volateis gerados mecillus subtilis JA ja foram
relatados como eficientes para o controle deste patdgeno, sendo capaz de inibir tanto a

germinacao quanto a elongacéo dos tubos germin&<oeerea(CHEN et al., 2008

A “queda prematura dos frutos citricos” é uma doenga causada pelo fung&.
acutatumA medida predominante de controle € a pulverizacdo com produtos quimicos
na época da florada. Véarios produtos encontram-se registrados para esta finalidade, sendo
mais eficientes os benzimidazéis, alguns triazéis e ftalimida (KUPPER e GIMENES,
2003). Entretanto, sob condi¢cdes de elevada precipitacdo ou de chuvas prolongadas, os
fungicidas tém eficiéncia limitada, principalmente, pelas dificuldades de aplicacfes, além
de que os produtos séo mais facilmente lavados. Considerando-se os custos financeiros e
ambientais de tais aplicacdes, assim como as crescentes restricdes a presenca de residuo
nos frutos, faz-se necessario o estudo de novas alternativas (KUPPER et al., 2009). Entre
estas, 0 controle biol6gico torna-se uma alternativa importante e tecnicamente

justificavel.

F. oxysporune o fungo causador do mal do Panama, uma infecgéo de bananeiras
gue tem devastado plantacbes no mundo inteiro, e tem uma gama de hospedeiros
10



relativamente ampla (PLOETZ, 2015). O controle biolégico tem sido uma das propostas
para a supressdao da doenca do Panamda, embora a estabilidade e sobrevivéncia dos
microrganismos biocontroladores em campo seja ainda, em grande parte desconhecida
(XUE et al., 2015). O controle biol6gico Beoxysporunpor microrganismos ja tem sido
validado em isolados coniBacillus cereusgue foi capaz de inibir 44,1% do crescimento

deF. oxysporunt. sp.lycopersi¢ (ABDALLAH et al., 2016);B. amyloliquefacienKIM

et al., 2015; SOTOYAMA et al., 20165treptomyces goshikienJBAHEEM et al.,

2015) eSerratia marcescensom uma taxa de 95.4% de inibicdo, provocada pelo

envolvimento de chitinases e glucanases nesta atividade inibitoria (TAN et al., 2015).

Além das bactérias, leveduras também podem produzir substancias antimicrobianas
gue reduzem a infec¢éo de fitopatégenos. Podem sintetizar uma variedade de compostos
biologicamente ativos, como fitormdnios, vitaminas, aminoacidos, enzimas, dentre
outros, que ajudam no crescimento e desenvolvimento das plantas (IGNATOVA, 2015).
Cepas deSaccharomyces cerevisja&Vickerhamomyces anomajuMetschnikowia
pulcherrimae Aureobasidium pullulang demonstraram atividade antifingica corra
cinerea Através de atividade “killer”, as cepas de W. anomalug S. cerevisiaenostraram
formacdo de halos de inibicdo vitro e as cepas dé/. anomalus, S. cerevisiaeM.
pulcherrimaproduziram compostos volateis, que tiveram efgit@itro e in vivo na

inibicdo do crescimento do patégeno (PARAFATI, et al., 2015).

Mari et al. (2012) observaram que, quando uma suspensao mdlulansfoi
inoculada artificialmente em macas, foi possivel controlar mais de 86 % da decomposi¢cao
causada pelos patoger®scinerea(podriddo cinzenta);. acutatum(podriddo amarga)

e Penicillium expansurfmofo azul).

O uso de bactérias e leveduras como biocontroladores se mostra entdo como uma
excelente op¢ao para a luta contra os patégenos de planta e uma excelente alteenativa pa
0 uso de quimicos, que sdo ofensivos ao ambiente e a salde humana (SANTOYO et al.,
2012).
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho propés o estudo da diversidade bacteriana filogenética e funcional, a
triagem por sequéncias génicas relacionadas ao controle de fitopatégenos presentes em
amostras de solo de floresta e de pastagem da bacia hidrografica do Rio Mutum Parana-
RO empregando técnicas independentes de cultivo microbiano; bem como o isolamento

e triagem de bactérias relacionadas ao controle de fitopatdgenos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizacdo da diversidade bacteriana nas amostras de solo de pastagem e
floresta através do sequenciamento de amplicons do gene RNA ribossémico 16S;

2. Andlise e comparacédo do perfil funcional de amostras de solo de floresta e de
pastagem por meio de sequenciamshtatgunpela plataforma lllumina;

3. Isolamento e caracterizacdo de bactérias e leveduras obtidas a partir das amostras
de solo de pastagem e de floresta;

4. Triagem dos isolados quanto ao potencial de antagonismo contra 0s
fitopatdgenosB. cinereaC. acutatune F. oxysporum.

5. ldentificagéo taxondmica dos isolados com potencial de antagonismo.
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RESUMO

SILVA, Thamar Holanda da, Universidade Federal de Vigcosa, Julho, R8Essidade
funcional e taxonémica das comunidades bacterianas ap0s conversao de &reas da
floresta Amazbnica em pastagemOrientadora: Cynthia Canédo da Silva. Co-
orientador: Marcos Rogério Totola.

As florestas tropicais abrangem sozinhas a maior biodiversidade terrestre do
mundo, e as mesmas tem sofrido drasticamente os impactos do desmatamento que visam
a expansao das terras agricolas e locais de pastagem. A pressao antropica exercida sobre
a Bacia hidrografica do rio Mutum Parana (BHRMP) localizada em Ronddnia-Brasil tem
acarretado uma rapida converséo das areas florestais em pastagem. Os microrganismos
do solo sdo responsaveis por uma ampla diversidade de funcdes, e estdo diretamente
ligados a ciclagem de nutrientes do solo, respondendo as alteracdes da conversdo de
florestas em pastagem. Novas tecnologias de sequenciamento tém permitido um maior
acesso a estas comunidades microbianas, de modo a nos levar a uma maior compreensac
de como as mesmas respondem as mudancas ocasionadas pelas alteracdes no uso do solc
Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivos caracterizar a diversidade
taxonoémica e funcional de popula¢gdes bacterianas provenientes de amostras de solo da
BHRMP, visando um melhor entendimento da ecologia destes microrganismos. Os filos
caracteristicos do solo de floresta foram BHI80-139 e SBR1093, enquanto BRC1, LD1,
Lentisphaerae e OP3 apareceram somente em solos de pastagem. Os filos que
demonstraram um aumento na abundancia relativa ap0s a conversdo foram
Verrucomicrobia, Firmicutes, Chloroflexi e Bacteriodetes enquanto os filos WPS-2,
Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria diminuiram. Os indices de diversidade
mostraram que o0s solos de pastagem possuiram maior diversidade de espécies.
Atribuimos este resultado ao climax dos ecossistemas de floresta, enquanto nos pontos
de pastagem, o evento de estresse, devido a a¢ao antropica, pode ter levado ao aumenta
da diversidade microbiana como forma de responder ao distlidenalise funcional
foi possivel notar que o ambiente de pastagem obteve um maior nimero de genes

relacionados a dorméncia/esporulagéo, resposta ao stress e metabolismo de aminoacidos.
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Genes associados com resisténcia a antibiéticos foram menos abundantes em pastagem
do que em floresta. Sendo assim, este trabalho foi uma oportunidade Unica para explorar
como as comunidades microbianas interagem nestes solos da BHRMP, e sugerimos que
as alteracdes deste tesouro inestimavel e ainda pouco conhecido que € a diversidade

microbiana, seja levada em consideracao em estudos de impacto ambiental e politicas de
uso da terra.

Palavras-chave: diversidade bacteriana, RNAr 16S, metagendmica, Amazonia.
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ABSTRACT

SILVA, Thamar Holanda, M. Sc. Universidade Federal de Vicosa, July, 2016.
Functional and taxonomic diversity of bacterial communities after conversion areas

of the Amazon forest to pasture.Advisor: Cynthia Canédo da Silva. Co-advisor:
Marcos Rogério Tétola.

Rainforests represent the largest terrestrial biodiversity in the world, and they have
suffered dramatically the impacts of deforestation aiming the expansion of agricultural
land and pasture sites. The anthropic pressure on the area of the hydrographic basin
Mutum-Parana river (BHRMP) in the state of Rondonia, Brazil has led to a rapid
conversion of forests into pasture areas. Soil microorganisms are responsible for a wide
range of functions, and they are directly linked to cycling soil nutrients. Thus, they also
respond to the conversion of forests to pasture. With new sequencing technologies it is
possible to get a greater access to these microbial communities, in order to lead us to a
greater understanding of how they respond to changes caused by changes in land use. In
this context, this study aims to characterize the taxonomic and functional diversity of
bacterial populations from soil samples of BHRMP, seeking a better understanding of the
ecology of these microorganisms. Phyla characteristics of forest soil were BHB80-13
and SBR1093 whereas BRC1, LD1, Lentisphaerae and OP3 appeared only in pasture
soils. The phyla that had their relative abundance increased after conversion were
Verrucomicrobia, Firmicutes, and Chloroflexi Bacteriodetes and the phyla 2VPS-
Proteobacteria, Actinobacteria and Acidobacteria had their abundance decreased.
Although the number of OTU's found in forest soils was higher, the diversity indices
showed that pasture soils have greater diversity. We can say that forest environments can
be considered to be in a state of equilibrium (lower diversity), aatdtitess event, due

to deforestation, can lead to an increased microbial diversity, as observed in the pasture
points. The functional analysis showed that the pasture environment had more genes
related to dormancy / sporulation, stress response and metabolism of amino acids and

may be related to a community that is exposed to many environmental fluctuations

22



throughout the day. Genes associated to resistance to antibiotics were less abundant in
pasture than in forest. This maybe related to a less competition in the community in the
pasture environment, because the adaptations that increase competition may be less
important than those that make the persistence of cells possible under adverse
environmental conditions. Thus, with this warrkvas possible to explore how microbial
communities interact at the BHRMP soil, and it also suggests that the conservation of this
priceless treasure that still little known, showld be taken into consideration into

environmental impact studies and land use policies.

Key-words: bacterial diversity, 16S rRNA, Metagenomics, Amazon.
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1.0 INTRODUCAO

As florestas tropicais compreendem cerca de 7% da superficie terrestre, porém,
sozinhos, estes sistemas abrangem mais de 60% da biodiversidade de plantas e animais
do mundo (DIRZO; RAVEN, 2003). A floresta tropical Amazodnica tem sofrido
drasticamente com a redugdo das suas areas através do desmatamento, que visam
principalmente a expansao das terras agricolas (PAULA et al., 2014). As a¢Bes antrépicas
sdo sem duvida o principal fator responsavel pela perda da biodiversidade, sendo essa
perda a principal mudanga ambiental global e irreversivel que a Terra enfrenta atualmente
(DIRZO; RAVEN, 2003). A estimativa da taxa anual do desmatamento na Amazonia
Legal aponta que foram desmatados 5.012 km2 no periodo de agosto de 2013 a julho de
2014 (INPE, 2014).

O solo € um sistema complexo e heterogéneo que abriga grande diversidade
biologica, e a maior parte de sua biomassa é constituida por microrganismos. Essa
representatividade no meio ambiente € um fator crucial para regulacao e funcionamento
dos ecossistemas, sendo que essa enorme diversidade taxonémica é espelhada pelas
vérias fungbes, abrangendo uma série aparentemente infinita de fisiologias e estratégias
de vida (FIERER et al., 2012).

Os microrganismos do solo mostram-se favoraveis como marcadores biologicos,
podendo ser utilizados no reconhecimento de ecossistemas modificados. Atuam como
indicadores capazes de refletir pequenas mudancas nas propriedades do solo, antes
mesmo que alteracfes nos teores de matéria organica possam ser detectados, tornandc
possivel evidenciar alteracBes antropicas nestes ambientes. Porém, a despeito de sua
importancia econdmica e/ou ambiental, ainda existem grandes lacunas no nosso

conhecimento do ponto de vista das prospecc¢des cientificas.

Mesmo com o crescente numero de estudos a respeito das altera¢cdes da microbiota
do solo Amazoénico, ainda se faz necessario um levantamento a respeito do efeito das
mudancas no uso da terra sohs propriedades fisico-quimicas e suas relagbes com
grupos especificos de microrganismos (MENDES et al., 2015 a). Isto cria caminhos para
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gue a diversidade microbiana possa ser levada em conta na avaliacdo do impacto que as
alteracdes do uso do solo podem causar (RODRIGUES et al., 2013; MENDES, 2014).

As novas tecnologias de sequenciamento tém permitido a caracterizacdo do DNA
extraido diretamente das amostras ambientais, sem necessariamente passar pela etapa di
clonagem. Isto tem refletido num nimero cada vez maior, tanto quantitativamente quanto
gualitativamente, de informacdes a respeito das comunidades microbianas dos mais

diversos biomas e ecossistemas.

A maioria das ferramentas de andlise molecular de dados1\ baseiam-se na andlise
de um unico gene (geralmente os que codificam RNAr) descrevendo a estrutura da
comunidade microbiana, porém a despeito das abordagens funcionais, relativamente
pouco tem sido realizado (ANTONOPOULOS et 2010).

A crescente pressdo antropica na bacia hidrografica do rio Mutum-Parana-
Rondénia (BHRMP) tem acarretado um rapido processo de conversdo de floresta
ombrofila em areas de pastagem. Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivos
caracterizar a diversidade taxonOmica de populagbes bacterianas provenientes de
amostras de solo da BHRMP, inferir quais atributos do solo s&o responséaveis pela
mudanca na distribuicdo da biodiversidade entre os solos e analisar os efeitos desta

conversao sobre as propriedades funcionais destas comunidades.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Um total de 20 amostras de solo foram obtidas em éareas de diferentes usos e
manejos do solo (Figura 01), sendo 10 amostras de pastagem e 10 amostras de floresta, a
partir de uma grade de 10 x 10 kroonsiderando os diferentes tipos de solos conforme
realizado em trabalho anterior (NUNES, 2012). Para tanto, obteve-se o0 apoio logistico
dos pesquisadores do Laboratério de Geografia e Planejamento Ambiental
LABOGEOPA, da Universidade Federal de Rondbénia (UNIR), sob financiamento do
CNPqg, em conjunto com o Grupo de Estudos e Pesquisas em Biologia Experimental e
Diagnostico por DNA- GEPDNA/UNIR.

A coleta foi realizada em uma area de 1 m2. Essa area foi superficialmente limpa
para retirada da matéria organica em decomposicdo e, em seguida, foram retiradas 5
subamostras de solo (Figura 02) de uma profundidade entre 0 e 20 cm com o auxilio das
seguintes ferramentas: Material de jardinagem, luvas cirtrgicas para evitar contaminacao,
enxada, faca e trado holandés. As 5 subamostras foram unidas em um recipiente (saco
plastico) e misturadas originando uma amostra composta que foi conservada em gelo até
o retorno ao laboratério. O montante coletado sempre foi acima de 2 Kg . Para que se
evitasse contaminacgdo, a cada colateerramentas foram devidamente “lavadas” em
agua corrente e alcool 70%. Uma parcela de cada amostra de solo foi destinada a analise
dos componentes fisico-quimicos do solo na sede da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA RONDONIA- CPAFRO) localizada em Porto Velho,
Rondo6nia (Tabela suplementar 02).
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Figura 01: Localizacdo dos 20 pontos de coleta na Bacia hidrogréafica do rio Mutum Parana-
RO.

Figura 02: Transcepto contendo cinco pontos sub-amostrais que compde cada ponto amostral

de solo. A) Floresta ponto 14 e B) Pastagem ponto 13.

2.2 Extracao de DNA total das amostras de solo

A extracdo do DNA total das amostras dos 20 pontos de coleta foi realizada em
duplicata com 0,5 g de solo de cada ponto coletado, utilizando o Kit confrersi@tSoil
DNA Isolation(MoBio) (MoBio Labs, CA, USA) de acordo com as recomendacgdes do

fabricante A eficiéncia do método de extracao e a qualidade do material extraido foram
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avaliados por meio da eletroforese em gel de agarose 0,8%, coradGeiRad
(Uniscience) e visualizagem transluminador e através do espectrofotdmetro NanoDrop
1000 (Thermo Scientific, Waltham, USA).

2.3 Sequenciamento dos genes RNAr 16S e analise da diversidade microbiana

Apébs a extracdo do DNA total, as duplicatas das amostras dos 20 pontos foram
enviadas para sequenciamento de amplicons do gene RNAr 16S utilizando a plataforma
Miseg-lllumina pela empresa Argonne (EUA).

A triagem dos dados de sequéncias e analise da diversidade microbiana foram
realizadas nas plataformas BMBYdsilian Microbiome Projegt(PYLRO et al., 2014¢
QUIIME (Quantitative Insights Into Microbial EcoloyyCAPORASO et al., 2010), e 0
banco de dados utilizado foi o Gyeen GenefDESANTIS et al., 2006).

Analises multivariadas foram aplicadas para estabelecer correlacdes entre dados
abidticos (caracteristicas quimicas do solo) e bioticos (diversidade de espécies) utilizando
o programa CANOCO (TER BRAAK e SMILAUER, 2002). As analises estatisticas
foram realizadas no programa MiniTab 17 (RYAN et al., 1994).

2.4 Sequenciamentghotgun

ApoOs a extracdo do DNA total de cada amostra de solo, foram realizadpsalsis
i) pool de DNA extraido de quatro amostras de pastagem (MG RAST 4698222.3) e ii)
poolde DNA extraido de quatro amostras de floresta (MG RAST 4698223). @®dtss
de DNA metagendmico, floresta e pastagem, foram enviados para sequenciamento na
plataforma Hiseg-lllumina pela empresa BBé{jing Genomics InstituteChina).

Os dados obtidos foram anotados pelo MG-RAST (MEYER.e2@08) e pelo

CLC genomicgCLCBI0), os quais permitiram uma analise funcional dos dados.



3.0RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diversidade Microbiana

Através do sequenciamento de amplicons do gene RNAr 16S foram obtidos dados
de sequéncias génicas que nos permitiram a analise de diversidade bacteriana das
amostras em estudo. Através das curvas de rarefagdo, foi possivel observar as OTUs
(Operational Taxonomic Unitsamostradas para cada ambiente, pastagem e floresta
(Figura 03) e as OTUS por amostra, 10 amostras de floresta e 10 amostras de pastagem
(Figura 04). O numero de OTUs por amostra pode ser analisado na Tabela Suplementar

01.

2000

1500

1000 |
F

OTUs observadas

500+

UO 20|00 4050 60|00 SOIOU 10600 12600 l40|00

Sequéncias por amostra
Figura 03: Curva de rarefagdo normalizada das OTUs observadas para os dois diferentes
ambientes. Linha vermelha representando floresta e linhapastagem, ao nivel de espécie

(97%).
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T T T T T T T T
8000 16000 24000 32000 40000 48000 56000 64000

Sequéncias por amostra
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Figura 04: Curva de rarefacdo das OTUs observadas ao nivel dpdfdoada ponto amostral
dos dois diferentes ambient®s.amostras de pastagerk: amostras de floresta.

Observou-se que na distancia evolutiva ao nivel de espécie as curvas para floresta
e pastagem estdo ascendentes, mas tendendo a um platé. Enquanto na distancia evolutiva
de filo ja observamos pela maioria das curvas a formacéo de um platd, indicando que o

esforco amostral foi suficiente para cobertura dos diferentes filos presentes nas amostras.

Os filos mais abundantes nas amostras de floresta e pastagem foram os mesmos,
entretanto se diferenciaram nos valores de abundéancia de OTUs (Figura 05). Observou-
se para floresta e pastagem respectivamente, 31,03% e 28,16% de Acidobacteria, 26,66%
e 23,35% de Proteobacteria, 14,49% e 13,09% de Actinobacteria, 5,4% e 8,51% de
Firmicutes e 2,67% e 4,86% de Chloroflexi (Tabela Suplementar 03). Os filos especificos
de cada ambiente, ndo foram os mais abundantes. As amostras de floresta apresentaram
apenas dois filos especificos: BHI80-139 e SBR1093, enquanto nas amostras de pastagem
observamos BRC1, LD1, Lentisphaerae e OP3.

Filos
WPS-2 e
Verrucomicrobia

Proteobacteria —

Firmicutes m—

Chloroflexi s
Bacteroidetes i
Actinobacteria —
Acidobacteria E—

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

Pastagem M Floresta

Figura 05: Abundancia em percentagem absoluta dos principais Filos do Dominio Bacteria para
solo de florest& pastagem.

Para auxiliar na compreenséo de como as comunidades microbianas responderam
a conversao da floresta em pastagem, os fatores quimicos do solo foram mensurados e
plotados juntos com os 20 pontos amostrais em uma Analise de Componentes Principais
(PCA) (Figura 06) (Tabela Suplementar 02). E possivel observar uma evidente

segregacao dos dois ambientes, onde os vetores de matéria organica (MO), capacidade
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de troca catidonica (CTC), teor de Al, saturacdo por aluminio (m), teor de fésforo (P) e
potencial de acidez (H+Al) estdo mais relacionados aos pontos de floresta, ao passo que
os de pH, teores de Cu, Ca, Mg, Fe, Mn, K, e saturacdo por bases (V), estdo mais

correlacionados com os pontos de pastagem.

Elementos como Mg, K e Ca sdo requeridos para o crescimento de todos os
organismos vivos. lons de magnésio s&o requeridos por um grande nimero de enzimas
para sua acao catalitica, seja utilizando ou sintetizando ATP (NAVARRETE2&X18).

Porém, a forma como os filos bacterianos responderam as diferencas quimicas do solo
fez possivel a observacdo da segregacdo entre a distribuicdo dos pontos amostrais de

floresta e pastagem (Figura 06 e Figura 07).
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Figura 06: Analise de Componentes Principais entre pontos amostrais e dados quimicos do solo.
Circulos em verde representam as amostras de pastagem e quadrados em azul regsesentam

amostras de floresta. A dire¢&o do vetor indica um aumento para determirgaizl @anbiental.

Na analise de Componentes Principais (Figura 7), observamos que os filos
Planctomycetes, Chloroflexi e Bacteroidetes foram mais relacionados com a maioria das
amostras de pastagem, enquanto os demais foram relacionados com amostras de floresta.
Entretanto, como observado na Figura 5, isso nédo significa que os demais filos ndo foram

observados nas amostras de pastagem.
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O filo Acidobacteria € relatado pela literatura por ser um dos filos mais
representativos em floresta Amazobnica, e responde ao desmatamento com uma
diminuicdo na abundéncia relativa nos solos de pastagem da Amazoénia (MENDES et al
2015 a; NAVARRETE et 312013; RODRIGUES et al., 2013). Membros cultivaveis do
filo Acidobacteria sdo oligotréficos, e respondem negativamente aos aumentos em
carbono e pH, o que explicaria a diminuicdo da proporcéo de sequéncias detectadas para
este filo ap6s a conversdo de floresta para pastagem (RODRIGUES et al., 2013). Em
nosso trabalho, a mesma resposta foi observada para este filo, e pode ser notada tanto na
proporcdo de sequéncias (Figura 05), quanto no vetor de pH, que se encontra numa

direcédo oposta ao vetor do filo Acidobacteria (Figura 06 e 07).
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Figura 07: Analise de Componentes Principais dos pontos amostrais dos ambientes, baseada na
abundancia dos filos bacteriandsmostras de pastagem foram marcadas em circulos verdes, e
amostras de floresta em quadrados azul. A direcdo do vetor indica um aumentcepaiaatid

variavel ambiental.

Em estudos visando apenas o filo Acidobacteria, que € composto por varios
subgrupos, foi observado que estes podem responder diferentemente as mudancas dos
fatores biodticos do solo. Enquanto alguns subgrupos (1-8, 10, 11, 13, 17, 18, 22 e 25) sdo
detectados sendo dominantes em todas as amostras de solos (solo rizosférico de soja e
solo florestais), outros (4, 6 e 7) respondem a diminui¢cdo de aluminio no solo, sendo que

podem também responder ao maior contetdo de Ca, B, Mg e Mn. O estudo de subgrupos
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abre portas para o uso de bioindicadores das mudancas causadas no manejo do solo em
sistemas agricolas da Amazénia (NAVARRETE et2415 c).

Proteobacteria é marcadamente um filo que apresenta alta abundéancia em varios
tipos de amostras de solo. Entretanto comparando solo de floresta, solo desmatado, solo
agricola e solo de pastagem, os solos de floresta apresentam maior abundéancia relativa
deste filo (MENDES et al., 2015 a). Esta maior distribuicao esta ligada ao teor de Al, Mn
e m, sendo o contetdo de matéria organica (MO) também correlacionado positivamente
com o filo (NAVARRETE, et al., 2015 a). Resultado também observado neste trabalho
para as amostras de floresta, exceto o Mn que foi mais relacionado com as amostras de
pastagem (Figuras 06 e 07). Quando em solos desmatados, este filo junto com
Actinobacteria sao relatados por serem relacionados ao metabolismo dos nutrientes N, P,
K, S (NAVARRETE, et al., 2015 a).

Foi observada uma diminuicdo de 2,89% de OTUs do filo Actinobacteria na
transicdo de floresta para pastagem (Figura 05). Resultados semelhantes foram
encontrados por Jesus et al. (2009), onde metade das sequéncias do filo pertenceram as
amostras florestais quando comparadas com solos de pastagem e solo agricola. Embora
Mendes et al. (2015a) tenham encontrado uma maior abundéancia de Actinobactteria e
solos desmatados, o filo teve uma correlacéo significante com o indice de saturacéo de
Al, e o mesmo foi verificado no presente trabalho (Figura 07). Tal resultado sugare que
saturacao de Al esteja influenciando a distribuicdo diferencial de Actinobacteria, tanto no

presente trabalho como em Mendes et al. (2015a).

Outro filo que aumentou sua abundéancia na converséao de floresta para pastagem
foi o Chloroflexi. Nos trabalhos de Mendes et(a015a) e Rodrigues et §2013), este
filo também apresentou uma alta abundancia em solos desmatados. Alguns membros
deste filo sdo termofilos aerdbios, que crescem em altas temperaturas, e tem importante
papel na decomposicado de matéria organica (YAMADA.e2@05). Isto possivelmente
explicaria sua maior incidéncia em areas desmatadas ou areas de pastagem, pois sdo
locais onde ha maior incidéncia de luz solar e consequentemente expostos a maiores

temperaturas.

Apoés a conversao da floresta em pastagem, o filo Firmicutes apresentou um
aumento de 4,5%. O mesmo comportamento foi relatado por Mendes et al. (2015a) e

Rodrigues et a(2013), que observaram o aumento da abundéancia deste filo e explicaram
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gue tal comportamento seria devido a maior resisténcia a dessecacdo e variacdes
ambientais extremas que espécies deste filo apresentam. Sendo assim, mais resistentes &

variagcoes de temperatura do solo ao longo do dia.

Em estudo comparando o comportamento do filo Verrucomicrobia em area
desmatada e area florestal adjacentes na Amazénia, o filo respondeu ao aumento da
fertilidade, ap6és desmatamento (devido a incorporacdo dos nutrientes oriundos das
cinzas), através de uma diminuicdo da abundancia relativa. O filo foi relatado como sendo
sensivel as mudancas quimicas, ligadas a fertilidade, que ocorrem no solo
(NAVARRETE et al, 2015b). Estes resultados diferem em parte dos encontrados n
presente trabalho, pois mesmo que a diferenca tenha sido apenas de 0,69%, os pontos de
pastagem apresentam maior abundancia do filo. Porém quando analisados os pontos
individualmente, notamos que o P7 € um dos pontos de pastagem com maior abundancia
de OTUs para o filo Verrucomicrobia, o que poderia ser uma das explicacdes para o ponto
estar mais relacionado aos de floresta no PCA, do que com os outros pontos de pastagem

(Figura Q7).

O filo WPS-2 foi primeiramente relatado em solos contendo poluigéo de bifenil-
policlorado (NOGALES et al., 2001). Também hé relatos de uma alta abundancia de
WPS-2 em solos da Antartica (JI et al., 2015) e em solos de nascentesRaidd3aints
Springg no Canada (GRASBY et .al2013). Porém as funcbes metabdlicas destes
microrganismos e o papel que os mesmos desempenham ainda permanecem
desconhecidos. Nas nossas amostras, o filo WPS-2 na floresta obteve o dobro da
abundéancia observada nas amostras de pastagem, podendo ser reflexo do menor pH

observado nas amostras de floresta (Tabela suplementar 02).

Em um estudo comparativo de 88 amostras de solo das Américas do Norte e do Sul,
Lauber et al. (2009) mostraram que os filos mais abundantes respondiam princgoalment
a alteracdo de pH entre as amostras de solo, e que o filo Bacterioidetes se encontrava em
maior abundancia nos solos com maiores valores de pH. Isto pode explicar o mesmo ter
sido observado em maior abundéancia nos postos de pastagem. Na regido Amazonica,
Bacterioidetes também ja foi encontrado em maior abundancia nos solos de pastagem,
guando comparados aos solos de floresta (JESUS et al., 2009; MENDE20#5l).

Através da comparacao das amostras de pastagem e floresta pelo diagfanmmp de
conseguimos observar a ocorréncia de grupos compartilhados e especificos pelas duas
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amostras (Figura 08). As amostras de floresta apresentaram apenas dois filos especificos:
BHI80-139 e SBR1093, enquanto nas amostras de pastagem observamos BRC1, LD1,
Lentisphaerae e OP3.

Size of each list

Floresta Fasto

Number of elements: specific (1) or shared by 2, 3, ... lists

e |

2 1

Figura 08. Diagrama d&/ennmostrando a proporcao de filos compartilhados e especificos entre
as amostras de floresta e pastagem.

Até o momento ndo haviam relatos para a presenca do filo BHI80-139 em solos de
florestais tropicais, apenas para areas de cultivo (PERSHINA, @04b), ambientes
aguaticos (BOBROVA et al., 2015; KACHIURU et al., 2013; STEINERT et al., 2015),

e fendas termais (HE et al., 2015). Para o filo SBR 1093, h& relatos em solos de cavernas
na China (ZHOU et al., 2007), e pertencendo a comunidade microbiana responsavel pela

recuperacédo de solos contaminados com hidrocarbonetos (RAMADASS et al., 2015).

Em relacdo aos filos encontrados somente na amostra de pastagem, podemos
destacar o Lentisphaerae, pois seus membros podem ser aerdbios ou anaerébios, e alguns
podem ser caracteristicos da microbiota intestinal de mamiferos (MYER et al., 2015).
Este fato pode justificar sua maior abundancia nas amostras de pastagem. BRCL1 foi
encontrado em solos de pradaria (ELSHAHED, 2008) e em solo rizosférico e néo-
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rizosférico (LAGOS et al., 2014). O presente trabalho é o primeiro relato deste filo em

areas de pastagem.

O filo OP3 é formado por espécies ainda ndo cultivadas, identificadas partir de
sequéncias de RNAr 16S. Membros deste filo ja foram encontrados em ambientes
anoxicos incluindo sedimentos marinhos, mar hipersalino, lagos de agua doce, aquiferos,
aguas de infiltracdo de caverna, solos de arroz inundados e reatores metanogénicos
(GLOCKNER et al., 2010). Até o momento ndo havia sido relatado membros deste filo,
nem do filo LD1 para solo. LD1 esta na lista de linhagens ndo reconhecidas oficialmente
do banco de dados SILVA (http://www.arb-silva.de) e entre os poucos relatos, foi
encontrado presente em sedimento de uma nascente rica em enxofre (YOUSSEF;
STEIDLEY e ELSHAHED, 2012), fossas calcarias contendo agua (SAHL et al., 2011) e
sedimentos de caverna (DE MANDAL; SANGA e NACHIMUTHU, 2014). Estes filos
ainda ndo foram extensivamente cultivados e estudados, ndo havendo uma compreensao
de sua atuacado para este ecossistema, portanto seus papéis em cada um desses ambient

ainda permanecem desconhecidos.

O indice de Shannon quando aplicado para as amostras de pastagem e floresta,
mostrou uma grande diversidade de espécies presentes em ambos ambientes, sendo maiol
o valor encontrado para pastagem (Tabela 01). O indice de Shannon é baseado na
abundéancia proporcional das espécies, levando em conta tanto a uniformidade
(equitabilidade) quanto a riqgueza de espécies. O aumento do numero de espécies ou o

aumento da uniformidade das abundancias aumenta a diversidade (MAGURRAM, 2004).

A estimativa de riqueza total pelo indice de Chao-1 nos mostra que os valores de
espécies esperadas para as amostras de floresta sdo menores quando comparados ac
esperados para pastagem. Observou-se uma cobertura de aproximadamente 99% para as
duas amostras, indicando que o esforco amostral foi suficiente para reproduzir a
comunidade observada nas amostras de pastagem e floresta (Tabela 01). Uma cobertura
minima de 9@% significa que os indices de diversidade calculados sdo os mais proximos
possiveis da realidade (GOOD, 1953; LEMOS et al., 2011).

Os resultados encontrados neste trabalho concordam com trabalhos anteriormente
realizados em solos Amazonicos, onde 0s mesmos também trazem uma maior diversidade
para os solos de pastagem quando comparados aos solos de floresta (JES2D@t al
RODRIGUES et aJ 2013; MENDES et aR015 a; NAVARRETE et gl 2015 a). Esta

3



diferenca parece seguir um padréo entre os dois ambientes comparados no presente
trabalho, pois mesmo em localizacdes diferentes de amostragem € possivel abservar
grande maioria dos pontos analizados apresentando a mesma resposta das comunidades
bacterianas (Figura suplementar 01), por isso os resultadoalal um dos 20 pontos

amostrais foram unidos e calculados como média para cada ambiente (Tabela 01).

Tabela 01: Média dos indices de diversidade obtidos para amostras de pastagem e floresta na
distancia evolutiva de 0,03

Floresta Pastagem
Total de OTUs ‘ 519.851 439.692
Riqueza (S) 1.675 2.063
Shannon (H} 7,735 + 0,463 8,489 + 0,404
Chao-1° 2.100 + 344 2.518,1 + 183,1
Cobertura® | 99,12% 98,73%

andice de diversidade que indica a riqueza de espécies, considaraidiadancia de taxons individuais. Um maior
namero indica maior diversidade.

b Estimador ndo-paramétrico usado para predizer riqueza de espérigar@ total de OTUs presentes), baseado em
singletonse doubletons

¢ Estimador da propor¢éo da diversidade total amostrada.

Nas linhas dos indices de Shannon e Chao para cada ambiente, os vales¥oduadrédo sdo indicados cora +
diferem significativamente pelo teste ANOVA, confirmado pelo testeuttey (P < 0.05).

Apds um distarbio, a composi¢cao da comunidade pode ser resistente e ndo mudar,
pode ser alterada e rapidamente voltar a composicao original (resiliéncia), ou pode
permanecer alterada, que pode implicar numa mudanca funcional (SULEIMAN et al.,
2013). E de acordo com Connell (1978), ap6s um disturbio intermediario, a diversidade
tende a aumentar. Se o equilibrio € alcangado, um menor grau de diversidade pode ser
mantido por um nicho de diversificacdo. Considerando nossas amostras, os ambientes de
floresta poderiam ser considerados como estando em um estado de equilibrio (menor
diversidade), e que o evento de estresse, devido ao desmatamento, poderia ter levado ao

aumento da diversidade microbiana, como observado no ponto de pastagem.
3.2 Andlise Funcional depools metagendmicos

3.2.1 Montagem de contigs

A partir de um total de 185.495.321 pares de base para a amostra de pastagem e

151.542.185 para a amostra de floresta, usando algoritimo de monkeaovo
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Assemblydo CLC Genomics.5.1 (BIO, 2007), foram montados e obtidos 543.116
contigspara pastagem e 421.513 para floresta. O tamanhmdbgsde floresta variou

de 200 a 15.235 kB com um N50 de 343 pares de base (pb), e os de pastagem variaram
de 200 a 23.680 kB com N50 de 328 pb. Destesigs 38.364 de pastagem e 31.178 de
floresta foram classificados dentro do Dominio Bacteria segundo o banco de dados do
Genbank. Apés a montagem osntigs foram submetidos a analise funcional pelos
softwaresMG-RAST e CLCGenomics.

3.2.2 Andlise Funcional peldvietagenomics Rapid Annotation (MG-RAST)

Para a andlise do perfil funcional dos dados metagendémicos foi utilizada a
plataforma SEED/MGRAST ipelineverséo 3.6 contra o banco de dados de proteinas
M5NR - uma integracdo de muitos bancos de dados de sequéncias em um sO. A
plataforma conta com um banco de dados de categorias ou sistemas funcionais, onde os
genes responsaveis por cada funcdo sdo sumarizados dentro de um subsistema, que

podem ainda variar do nivel 1 ao 4, sendo cada nivel mais aprofundado que o anterior.

A amostra de pastagem apresentou 543.116 sequéncias. Todas as sequéncias
passaram no teste de qualidade. Destas, 11.170 (2,1%) incluiam genes de RNA
ribossomal, 299.419 sequéncias (55,1%) continham predi¢do de proteinas com funcdes

conhecidas e 232.527 (42,8%) continham proteinas com func¢des desconhecidas.

A amostra de floresta apresentou 421.513 sequéncias. Todas as sequéncias
passaram no teste de qualidade. Destas, 5.815 (1,4%) incluiam genes de RNA ribossomal,
230.389 sequéncias (54,7%) continham predicdo de proteinas com fun¢des conhecidas e

185.309 (44.0%) continham proteinas com funcdes desconhecidas.

Para os dados de ambientes mais complexos como o solo, existe uma dificuldade
em se conseguir uma completa classificacdohits) para todas as sequéncias. No
trabalho de Foerstner, Von Mering e Bork (2006), cerca de 47%aldsnao mostraram
qualquer hit. O valor de proteinas preditas obtidas para o presente trabalho foi
significativamente bom quando comparados a trabalhos anteriores que utilizaram a
plataforma MG-RAST: 2139 % em Mendes et al. (2015 c); 13-23 % em Fierer. et al
(2012); e 54 % em Souza et @013). A alta percentagem encontrada para os “no hits’

— sequéncias que nao apresentaram similaridade com quaisquer sequéncias cenhecidas



provavelmente pertencam aos tax&uearyae Archaea(SOUZA et al., 2013), que séo

significativamente menos estudados que Bacteria.

Um “subsistema” ¢ definido como um conjunto abstrato de "papéis funcionais" que,
juntos, implementam um processo biologico especifico ou complexo estrutural
(OVERBEEK et al 2005). Sendo assim, o termo "subsistema" tem a flexibilidade de
representar, por exemplo, uma via metabdlica (ex.: a glicélise) ou uma estrutura fisica
(ex.: o ribossomo). Esses papéis funcionais podem estar ligados a genes especificos em
genomas, podendo haver ligacbes de genes entre subsistemas, ou seja, um Unico gene
pode desempenhar um papel funcional em mdultiplos subsistemas simultaneamente.
(ANTONOPOULOS et a) 2010).

A distribuicdo das sequéncias entre as amostras de pastagem e floresta ndo mostrou
uma diferenca tdo significativa entre as categorias do subsistema superior (nivel 1)
(Figura 09). Em quase todas as categorias, 0os valores para pastagem sao sutilmente
maiores que os de floresta. Observamos uma maior abundancia nos solos de pastagem
para os genes relacionados a Fotossintese e Dorméncia/Esporulacdo, ao metabolismo de
proteinas de stress e metabolismo de aminoacidos. Como observado também no trabalho
de Fierrer et al(2012).

Apesar de se esperar que os solos de floresta tenham uma maior abundanaia relativ
de genes associados a metabolismo de N, K} &8, porque as taxas de ciclagem de
nutrientes sao menores em sistemas mais “desérticos”, devido as restrigdes de umidade
(FIERER et al., 2012), no presente trabalho ndo se observou tal resultado. Entretanto,
Navarrete et al., 2015a, mostrou que embora a abundancia de genes relacionados com o
metabolismo de nutrientes tenha sido semelhante nos solos florestais e solos desmatados,
a composicao taxondémica dos grupos de bactérias associadas a funcdes relacionadas com
o metabolismo foi mostrada ser diferente entre os ambientes, ou seja, sdo as mesmas

funcdes, porem sendo exercidas por grupos microbianos diferentes entre os ambientes.
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Figura 09: Arvore funcional das categorias do subsistema nivel 1 do MG-RAST, baseada em

dados metagendmicos deotgunPastagem em verde e floresta em azul.

Solos agricolas e de pastagem mostram maior diversidade e maior redundancia

funcional, fator importante para manter o funcionamento do ecossistema depois da

conversao da floresta. Por outro lado, a manutencdo do equilibrio da floresta € mantida

baseada na menor diversidade alfa, mas maior abundéancia de microrganismos (MENDES

et al., 2015c).

3.2.3 Andlise Funcional dos genes ligados a susceptibilidade de solos
Um dos objetivos do trabalho foi analisar a susceptibilidade dos solos a acdo de

microrganismos oportunistas como os fitopatdégenos. Para isso foi realizada uma analise
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em cima dos subsistemas nivel 2 nas categorias Viruléncia, Doenca e Defesa, que contem

os hits de proteinas ligadas, por exemplo, a resisténcia a antibidticos e superantigenos;

Resposta a Stress que mostraitsligados aos diferentes tipos de stress que as células

podem passar; e ainda a categoria Metabolismo Secundario mostraitdde#\gentes

citostaticos bacterianos, fatores de diferenciacéo e antibioticos (Tabela 02).

No subsistema nivel 2, foi observado 8.56&dspara floresta e 10.62Radspara

pastagem na categoria Viruléncia, Doenca e Defesa, teh@Spara floresta e 1.686

reads para pastagem na categoria Respost8trasse na categoria Metabolismo

Secundario observou-se S@Eadspara floresta e 64kadspara pastagem.

Tabela 02: Categorias funcionais dos sistemas SEED/MG-RAST nivel 2 e 3 para as amostras

de solo de floresta e pastagem.

Nivel 2

Viruléncia Doenca e

Defesa

Resposta a

Stress

Metabolismo Secundario

Nivel 3 Hits Floresta Hits Pastagem
Adesdo 100 (1,17%) 180 (1,69%)
Bacteriocinas,
peptideos
antibacterianos 19 (0,22%) 33 (0,31%)
sintetizados
ribossomalmente
Invaséo e resisténcia 1(0.01%) 17(0,16%)

intracelular

Resistencia a
antiobidticos e
compostos toxicos

Toxinas e
superantigenos

8413 (98,18%)

36 (0,42%)

10350 (97,44%)

42 (0,40%)

Stress acido
Choque frio
Choque quente
Stress Osmotico

Stress oxidativo

Stress periplasmatico

43 (3,89%)
61 (5,52%)
60 (5,43%)

333 (30,14%)

554 (50,14%)

54 (4,89%)

54 (3,20%)

69 (4,09%)

113 (6,70%)
442 (26,22%)
918 (54,45%)

90 (5,34%)

Agentes citostaticos
bacterianos, fatores
de diferenciacdo e
antibioticos

81 (16,14%)

77 (12,01%)
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Genes associados com resisténcia a antibioticos foram menos abundantes em
pastagem. Esta caracteristica pode ser reflexo de uma comunidade menos competidora
no ambiente de pastagem. Fierer et al. (2012) sugere que a intensidade das interacdes
competitivas dentro das comunidades microbianas varia em funcdo das condi¢oes
ambientais, onde as adaptacfes que aumentam a competicdo podem ser menos
importantes do que as adaptacdes que permitem a persisténcia das células sob condi¢des
ambientais adversas.

Para resposta atress a amostra de pastagem obteve mais genes associados a esta
funcdo. Isto pode ser explicado pelo fato das pastagens estarem continuamente sofrendo
flutuacbes ambientais ao longo do dia, com baixas temperaturas durante a noite e uma
alta incidéncia de luz solar diretamente no solo durante o dia. Desta forma esta muito
mais exposta do que quando comparada a sistemas florestais.

Partindo de uma visdo sobre a resisténcia dos ambientes perante a incidéncia de
fitopatogenos, € possivel inferir que, o ecossistema de floresta, sendo mais estavel, se
torna mais resistente a acao de fitopatégenos quando comparado as pastagens. O disturbio
causado pelo desmatamento abre caminho para os microrganismos oportunistas como
fitopatogenos.

Apesar dos solos de pastagenemeapresentado menor riqueza e diversidade de
genes, PAULA et al. (2014) observaram em analise funcional com amostras de solo d
floresta e pastagem, que o estabelecimento de uma floresta secundaria em areas de
pastagem pode resultar na recuperacado de alguns aspectos da diversidade funcional
microbiana presentes da floresta original. Sugerindo assim que 0S processos
biogeoquimicos realizados pelos microrganismos podem ajudar a recuperar 0
reestabelecimento de florestas. De forma geral, os microrganismos sao relatados pela sua
resiliéncia, ou seja, sua capacidade de retornar a composicao original da comunidade apés
ter sofrido um distarbio. Esta capacidade em bactérias esta ligada a sua alta taxa de
crescimento, e a sua alta flexibilidade fisiologica, essa recuperacdo pode ocorrer mesmo
gue com uma redundancia funcional (AVISE, HUBBEL e AYALA, 2008).

3.2.4 Andlise Funcional pelo CLQyenomics

Com o objetivo de driblar os “no hits’ encontrados na analise do MG-RAST, bem
como fazer uma analise aprofundada somente no Dominio Bacteria, foi realizada uma

analise pelsoftwareCLC Genomics.
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Dos contigsobtidos pelo proprio programa, foram triados e analisados apenas 0s
contigsclassificados dentro do Dominio Bactedalassificacdo taxonémadoi feita por
BLASTX contra o banco de dad@enbankdo NBCI. Estes somaram 38.364 sequéncias
para pastagem e 31.178 para florestae@adsque obtiverantit foram selecionadas para

a analise funcional subsequente.

Um total de 32.969 genes para pastagem e 26.943 genes de floresta foram preditos
usando o PRODIGAL HrokaryoticDynamic Programming Genefindiggorithm)
(HYATT et al., 2010). Os genes preditos codificaram um total de 246.458 proteinas para
pastagem e 186.885 para floresta. E estas proteinas foram usadas para fazer um
RPSBLAST (ferramenta para comparar uma sequéncia a um conjunto de dominios
conservados) contra o banco de dados do COG (TATUSOQV et al., 2000).

Em relagéo ao total de 44.300.00 réadsde floresta e 45.300.00@ads para
pastagem, apenas 10% foram anotadas pelog@nGmicsA diferenca na classificacéo
dos dois programas (CL@enomicse MG-RAST) se da primeiramente por se tratar de
comparacdes entre bancos de dados diferentes, pois o0 do MG-RAST foi com o SEED-
sybsystems e o do CLC com o0 COG. E enquanto o MG-RAST analisontgstotais
das amostras (trés dominios) contra o banco de dados de proteinas, amdlisGu
somente osontigs classificados no dominio Bacteria contra o banco de dados de
nucleotideos totais. Entretanto, seguindo o padrdo encontrado no MG-RAST, foi
observado pelo CLGenomicgjue ndo houveram diferencas significativas na abundancia
das proteinas de Bacteria entre as duas comunidades (Figura 10).

As abordagens de metagenémica ambiental representam uma nova qualidade de
projetos de sequenciamento em termos de abrangéncia e complexidade. Isso vem junto
com caracteristicas Unicas, mas também com armadilhas, e representa varios novos
desafios para a anadlise e interpretacdo dos dados (FOERSTNER, VON MERING e
BORK, 2006). Falta-nos ainda, uma compreenséo integrada de como os genes funcionais
codificados em seus genomas coletivos agem para estruturar comunidades através de
gradientes ambientais (FIERER et al.,, 2012). Mais esforcos em larga escala de
sequenciamento metagendmico Sao necessarios para resolver a complexidade do
microbioma do solo e fornecer dados suficientes para compreender a diversidade e
funcdes da comunidade (MOCALI e BENEDETTI, 2010). Sendo assim, bem como as

praticas agricolas, 0 manejo do usdetra precisa levar em conta as mudancgas ocorridas
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na comunidade microbiana. Comunidade esta que esta intrinsecamente ligada as

alteracdes que ocorrem nestes solos.
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4.0 CONCLUSCES

O presente trabalho permitiu a elucidacéo da importancia dos microrganismos para
0 reestabelecimento da comunidade apds um distirbio antrépico. Foi possivel notar,
através do sequenciamento do RNAr 16S, que diferentemente do que acontece para
plantas e animais, ha um aumento da diversidade bacteriana apés o disturbio, sendo este
aumento representado por respostas diferentes para cada filo, sendo que alguns
apresentam um aumento na abundancia de OTUs, enquanto em outros ha uma
diminuicéo.

De grande relevancia foi também o primeiro relato dos filos BHI80-139 e SBR
1093 para o ambiente de floresta e dos filos BRC1, OP3 e LD1 para o ambiente de
pastagem. Provando que a despeito da diversidade bacteriana, muito ainda precisa ser
estudado, trazendo assim a importancia da conservacdo destes ambientes, que podem
abrigar microrganismos como fonte de genes e produtos biotecnoldgicos de grande

interesse comercial, porém ainda desconhecidos.

Estas comunidades apresentam uma ampla versatilidade metabdlica, e isto justifica
as adaptacdes necessérias para responder a distUrbios. A andlise funcional da comunidade
microbiana total mostrou que os solos de floresta sdo mais estaveis que os solos de
pastagem, e a andlise das reads afiliadas apenas ao Dominio Bacteria mostrou que a

abundancia de todas as categorias funcionais foi sempre maior que os de floresta.

N&o ha duvidas que a sustentabilidade ambiental e a producao agricola dependem
diretamente de um manejo adequado do solo, visando sua fertilidade e produtividade,
fatores estes que sao regulados intrinsecamente por microrganismos do solo. No entanto,
muito conhecimento a despeito destes microrganismos ainda permanece obscuro. Assim,
0 objetivo da metagendmica ndo € simplesmente fornecer uma colecdo de milhares de
produtos biolégicos, mas oferecer uma oportunidade Unica para explorar como as
comunidades microbianas interagem com o solo ou cultivo e explorar o poder dessa
comunidades para recuperacdo do solo, produzir colheitas mais saudaveis e/ou encontrar
novas biomoléculas. Sendo assim, a conservagao deste tesouro inestimavel e ainda pouco

conhecido que € a diversidade microbiana, deve ser levada a sério.
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6.0 MATERIAL SUPLEMENTAR

ndice de Shannon
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Figura suplementar 01:Valores absolutos do indice de diversidade de Shannon para cada ponto

amostral, sendo pontos de coleta adjacentes de floresta e pastagem colocados lado a lado. Barras

em verde representam o0s pontos de pastagem, e barras azul os pontos de floresta.

Tabela suplementar 01 Namero de OTU’s por amostra.

Pastagem
P3
P5
P6
P7
P10
P12
P13
P15
P17
P19
Total

50.006
43.242
50.754
51.284
45.709
43.949
40.298
41.242
22.865
50.343

439.692

Floresta
F1
F2
F4
F8
F9
F11
F14
F16
F18
F20
Total

52.314
47.588
51.189
51.809
49.066
42.956
65.119
53.906
56.271
49.633

519.851
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Tabela suplementar 02 Analise quimica dos vinte pontos amostrais.

Cu Fe Mn Zn pH MO P K Ca Mg H+Al Al CTC m \%
Amostra mgdm3 """""" Agua  gkg® mgdm® e CMOk A3 —-eememmmmmeee e s % ------~
0,08 50,34 1,79 0,92 5 31,2 4 0,11 0 0,05 11,2 3,32 11,39 95 1
0,7 650,48 0,94 0,69 55 23,8 2 0,1 0,07 0,05 7,3 1,36 7,5 86 3
0,8 545,17 5,54 1,61 4,3 18,8 8 0,31 0,05 0,35 12,2 1,91 12,96 73 6
0,88 608,08 53,67 2,6 54 11,4 5 0,14 0,03 0,16 3,8 0,83 4,14 72 8
0,5 764,2 6,3 0,62 4,4 10,7 5 0,09 0,11 0,09 4,8 1,26 5,08 81 6
2,79 617,42 6,35 0,49 55 32,1 2 0,51 2,72 0,88 4,8 0,47 8,89 10 46
1,81 579,22 18,63 0,66 4 25,8 3 0,16 0,44 0,28 9,9 3,44 10,78 80 8
0,14 40,07 1,84 0,73 4,5 27,2 4 0,12 0,1 0,08 7,8 3,16 8,06 91 4
0,97 3819 158,92 4,18 51 17,0 4 0,49 0,67 0,49 3,5 0,35 511 18 32
0,62 216,36 85,11 2,9 51 14,1 4 0,23 1,3 0,44 2,6 0,26 4,61 12 43
3,18 1178,14 49,79 1,56 5,8 15,8 3 0,22 0,39 0,37 4 0,6 5,03 38 20
4,78 1060,22 112,04 7,59 4,7 21,3 5 0,31 0,88 0,8 6,7 1,28 8,74 39 23
0,79 651,54 97,89 11 54 8,9 4 0,1 0,58 0,3 6,9 0,35 7,85 26 13
0,53 379,76 1299 1,31 53 10,4 2 0,19 0,21 0,22 3,5 0,98 4,09 61 15
1,17 905,26 30,81 0,74 4 23,3 2 0,09 0,04 0,14 12,4 4,01 12,64 94 2
0,33 1045,42 3,96 0,65 4,2 23,3 3 0,18 0,22 0,14 11,6 3,40 12,09 86 4
1,07 940,82 24 0,49 5 15,5 2 0,09 0,38 0,14 6,3 1,97 6,88 76 9
156 844,74 69,28 161 55 42,8 3 0,79 4,51 2,33 7,9 0,46 15,55 6 49
1,3 291,71 156,94 7,75 5,9 17,0 4 0,77 2,49 1,59 2,1 0,0 6,99 00 69
1,98 1105,85 37,42 1,9 54 13,6 3 0,43 0,74 0,41 2 0,27 3,56 15 44
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Tabela suplementar 03:Classificacdo e abundancia das sequéncias pertencentes ao

Dominio Bacteria quanto ao Filo. Os filos com abundéncia superior a 1% foram

destacados.
Filo Floresta Pastagen
AD3 0,11% 0,21%
Acidobacteria 31,03% 28,16%
Actinobacteria 14,49% 13,09%
Armatimonadetes 0,06% 0,17%
BHI80-139 0,00% 0,00%
BRC1 0,00% 0,00%
Bacteroidetes 3,12% 4,31%
Chlamydiae 0,20% 0,15%
Chlorobi 0,03% 0,20%
Chloroflexi 2,67% 4,86%
Cyanobacteria 0,23% 0,24%
Elusimicrobia 0,16% 0,14%
FBP 0,00% 0,00%
FCPU426 0,02% 0,01%
Fibrobacteres 0,00% 0,01%
Firmicutes 5,40% 8,51%
GAL15 0,12% 0,09%
Gemmatimonadetes 0,40% 0,46%
LD1 0,00% 0,00%
Lentisphaerae 0,00% 0,00%
NC10 0,01% 0,02%
NKB19 0,00% 0,00%
Nitrospirae 0,40% 0,34%
OoD1 0,00% 0,01%
OoP3 0,00% 0,01%
Planctomycetes 1,29% 1,78%
Proteobacteria 26,66% 23,35%
SBR1093 0,00% 0,00%
SC4 0,00% 0,00%
Spirochaetes 0,02% 0,04%
TM6 0,05% 0,07%
TM7 0,01% 0,02%
Tenericutes 0,00% 0,00%
Verrucomicrobia 7,56% 9,11%
WPS-2 4,14% 2,78%
WS3 0,03% 0,05%
WS4 0,01% 0,05%
WS5 0,00% 0,01%
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CAPITULO 02- POTENCIAL ANTAGONISTA DE BACTERIAS E LEVEDURAS
DE SOLO AMAZONICO PERANTE FUNGOS FITOPATOGENICOS BOTRYTIS
CINEREA, FUSARIUM OXYSPORUM AND COLLETOTRICHUM ACUTATUM.

Thamar Holanda da Silva, Alan Emanuel Silva Cerqueira, Sérgio Oliveira de Paula,
Adriana Cristina da Silva Nunes, Dorisvalder dos Dias Nunes, Maria Catarina Kazuya,

Cynthia Canédo da Silva.



RESUMO

SILVA, Thamar Holanda, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, Poiéncial
antagonista de bactérias e leveduras de solo Amazbnico perante fungos
fitopatogénicosBotrytis cinerea, Fusarium oxysporum and Colletotrichum acutatum.
Orientadora: Cynthia Canédo da Silva. Co-orientador: Marcos Rogério Tétola.

Fitopatdégenos sao conhecidos pela capacidade de causar doencas emBolaytias.
cinerea e Colletotrichum acutatunséo fitopatdgenos de culturas como o morango.
Fusarium oxysporuré o fungo causador do mal do Panama, uma infeccdo de bananeiras
gue tem devastado plantacdes no mundo inteiro. As medidas para o controle de
infestacdes de fungos patogénicos ainda sdo predominantemente realizadas através da
utilizacdo de pesticidas quimicos, que afetam a salude humana e causam danos ao
ambiente. O controle biolégico, que visa a utilizacdo de microrganismos com capacidade
de competicdo contra os patdégenos, tem se tornado uma saida viavel para estes problemas.
Sendo assim, este trabalho objetivou o isolamento, caracterizacdo e triagem de bactérias
e leveduras com potencial antagonista para o controle dos fitopat®&®jeciosrea C.
acutatume F. oxysporumf.sp. cubense(Foc). Um total de 54 microrganismos foram
isolados das amostras de solo, destes, 45 bactérias e nove leveduras. Duas bactérias,
identificadas comoBacillus spp. eLysinibacillus xylanilyticus e quatro leveduras
apresentaram percentuais de inibicdo cddtr@nerea que variaram de 19,69% a 44,16

%. Quando testados conffac apenas trés isolados de leveduras foram os responsaveis
pelos resultados positivos em relacédo ao controle, com percentuais de 33,11 % a 36,63%.
ContraC. acutatumcinco isolados (bacteria ou levedura) foram capazes de reduzir o
tamanho do fitopatégeno, com percentuais variando de 35,53% a 48,64%. O uso de
leveduras e bactérias se mostra como uma excelente opcdo para o0 combate aos
fitopatdgenos e uma excelente alternativaso de pesticidas. Sendo assim € de extrema
importancia a busca continua por novos agentes que se mostrem capazes de exercer 0

biocontrole.

Palavras-chave: controle biologico,Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Botrytis

cinerea e Colletotrichum acutatum
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ABSTRACT

SILVA, Thamar Holanda, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2016.
Antagonist potential of bacteria and yeast from Amazonian soil on plant pathogens
Botrytiscinerea, Fusarium oxysporum and Colletotrichum acutatum. Advisor: Cynthia
Canédo da Silva. Co-advisor: Marcos Rogério Tétola.

Plant pathogens are known for their ability to cause disease in [Battgtis cinerea
andColletotrichum acutaturare plant pathogens of crops, such as strawlfeusarium
oxysporumis a fungus that causes the Panama disease, an infection that ocorrurs in
banana that has devastated crops worldwide. The measures to control infestations of
pathogenic fungus are still predominantly carried out by the use of chemical pesticides
that affect human health and damage the environment. Moreover, it has been possible to
observe resistance of these pathogens to fungicides, which is the main concern of its use.
Biological control of pests, which aims to use microorganisms with ability to compete
against pathogens, has become a viable solution for these problems. Thus, this study
aimed to isolate, characterize and screen bacteria and yeasts with antagonist potential for
the control of plant pathogds. cinerea C. acutatumandF. oxysporunt.sp. cubense

(Foc). A total of 54 microorganisms were isolated from soil samples, where 45 were
bacteria and 9 were yeasts. Two bacteria, identifieBaadlus spp. and.ysinibacillus
xylanilyticusand four yeasts showed inhibition percentage ag&insinereavarying

from 19.69% to 44.16%. After testing them against Foc, only three yeast isolates were
responsible for the positive results in the control, with percentage varying from 33.11%
to 36.63%. For the test agairdt acutatunfive isolates were able to reduce the size of

the pathogen, with percentages ranging from 35.53% to 48.64%. The use of yeasts and
bacteria can be an excellent option to control plant pathogens and an excellent alternative
to the use of pesticides. It is important to look for continuously new agents that may be

able to be used as biocontrol.

Key-words: biological control, Fusarium oxysporum f.sp. cubense, Botrytis cinerea
and Colletotrichum acutatum.



1.0INTRODUCAO

Botrytis cinereaé conhecido como o agente causador da podriddo cinzenta,
principalmente em culturas de morango (SYLLA et al.,, 2@ABLIZIANI; LANDI;
ROMANAZZI, 2015). E um dos maiores responsaveis por perdas de produgdo no campo

e na pos-colheita.

A “queda prematura dos frutos citricos” ¢ uma doenga causada pelo fungo
Colletotrichum acutatum(KUPPER, 2009), queroduz sintomas em flores, folhas,
peciolos e raizes, e mais importante, causam podridao de frutos de morango ¢PERES
al.,2005). Pode ainda afetar outras culturas como tom@asdsnQum lycopersicurn.) e
macas fMalus domestica C. acutatumde morango pode sobreviver em varias espécies
de plantas cultivadas, como a pimenta, berinjela, tomate, feijdo e espécies de ervas
daninhas, sem causar sintomas da doenca. Isso indica que eles podem servir como um
reservatorio potencial de indculo para a infeccdo de morango entre as estacdes. Embora
C. acutatumsobreviva no solo sob certas condi¢cbes, ndo ha estruturas de dorméncia
especificas observadas, indicando que o agente patogénico ndo se comporta como um
tipico fungo do solo (FREEMAN, 2008).

Outro importante fitopatogeno é o fungasarium oxysporuneste € causador do

mal do Panama, uma infec¢cdo de bananeiras que tem devastado plantagbes no mundo
inteiro, e tem uma gama de hospedeiros relativamente ampla (PLOETZ, 2015). Ele
infecta as bananeiras através do sistema radicular, e pode permanecer no solo durante
décadas ap0s a infeccao inicial (WANG et al., 2015). Nem mesmo rotacdes de culturas e
técnicas de fumigacdo do solo tém sido suficientes para o controle pleno da doenca
(GHAG et al., 2015), sendo a utilizacéo de cultivares resistentes, no momento, a melhor
forma de controle (COSTA et al.,2015). A medida predominante de controle é a
pulverizacdo com produtos quimicos na época da florada. Varios produtos encontram-se
registrados para esta finalidade, sendo mais eficientes os benzimidazdis, alguns triazoéis e
ftalimida (KUPPER; GIMENES e GOES, 2003). Porém ja é encontrada certa resisténcia

a outros fungicidas como benomyl e benzimidazoles (PERES et al.,2004). Sob condic¢des
de elevada precipitacdo ou de chuvas prolongadas, os fungicidas tém eficiéncia limitada,
principalmente, pelas dificuldades de aplicacdes, além do que os produtos sdo mais

facilmente lavados.
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De forma geral, o controle de doencas ainda é realizado por estes fungicidas que
afetam a saude humana e causam danos ao ambiente, porém o0 uso de agrotOxicos
continuara em vigor até que hajam alternativas viaveis para o controle dos patégenos
(HAN et al.,2015). Com o aumento da demanda de produtos mais ambientalmente
corretos, as praticas de controle biologico tém sido mais visadas como alternativa para os
pesticidas sintéticos (HAN et al.,2015).

Sabendo que quanto maior a diversidade de uma regido, maiores sao as chances de
obtencdo de um agente biocontrolador, as buscas por estes organismos, assim como o
desenvolvimento de tecnologias de utilizagdo dos mesmos, passaram a assumir uma
funcdo estratégica para o desenvolvimento e independéncia tecnolégica (STROBEL,
2006). Considerando-se os custos financeiros e ambientais de aplicacdes de pesticidas
assim como as crescentes restrices a presenca de residuos nos frutos, faz-se necessari
o estudo de novas alternativas (KUPPER et al., 2009). Entres estas, o controle biolégico

torna-se uma alternativa importante e tecnicamente justificavel.



2.0 MATERIAL E METODOS

Os ensaios desse estudo foram conduzidos no Laborat6rio de Imunovirologia
Molecular e no Laboratério de Associacbes Micorrizicas, que pertencem,
respectivamente, ao Departamento de Biologia Geral, e ao Departamento de
Microbiologia, ambos da Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais,

Brasil.

2.1 Amostragem

As amostras foram coletadas na bacia hidrografica do rio Mutum Paran4, localizada
a Noroeste do Estado de Rondénirasil (BHRMP), em éareas de diferentes usos e
manejos, com énfase para pastagem e floresta, a partir de uma grade de 0x10 km

considerando os diferentes tipos de solos conforme realizado em Nunes (2012).

A coleta foi realizada em uma area de 1 m2 com trado holandés de caneco. Essa
area foi superficialmente limpa para retirada da matéria organica em decomposicéo e, em
seguida foram retiradas 5 subamostras de solo de uma profundidade entre 0 e 20 cm
(camada A) com o auxilio das seguintes ferramentas: material de Jardinagem; luvas
cirrgicas para evitar contaminacao; enxada e faca. As 5 subamostras foram unidas em
um recipiente (saco plastico) e misturadas originando uma amostra composta que foi
conservada em gelo até o retorno ao laboratério. O montante coletado sempre foi acima
de 2 Kg. Para que se evitasse contaminacdo, a cada coleta, as ferramentas foram
devidamente “lavadas” em agua corrente e dlcool 70%. Cada amostra foi acondicionada
em sacos plasticos, ndo havendo contato direto com o material coletado a fim de evitar
contaminacdo de origem antropica. Na visita a campo realizada em novembro de 2014,

foram coletadas vinte amostras de solo, sendo dez de floresta e dez de pastagem.

2.2 Isolamento de microrganismos

Apos coleta das amostras de solo, 1 g de cada uma das dez amostras de pastagem
foram unidas formando uma amostra composta Unica, assim como para as de floresta,
resultando em 10 g de solo de pastagem e 10 g de floresta. Para cada amostra composta
0s 10 g foram adicionadoméerlenmeyerde 250 mL, contendo 90 mL de solugéo salina
0,9 %. Homogeneizada a mistura, uma aliqguota de 1 mL foi submetida a diluicbes

seriadas de 19a 10® em solucéo salina e 0,1 mL plaqueado em meio Agar Nutriente
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com pH 7,0 para o isolamento de bactérias e eventuais leveduras. As pRetadoiam
incubadas a 28 °C por até 48 horas. Cada col6nia de diferente morfologia foi amletada
inoculada em uma placa Betri contendo um novo meio de cultivo e este procedimento

foi repetido quantas vezes necessario para obtengéo da cultura pura.

2.3 Caracterizacado morfolégica

Todos os isolados de bactérias e leveduras foram agrupados por similaridades
morfoldgicas, de acordo com as seguintes caracteristicas: cor da colbnia (frente e verso),
elevacao da superficie, aspecto da borda, velocidade de crescimento, forma da colonia e

coloragdo de Gram para bactérias.

2.4 Screening para atividade antagonista

Todos os isolados bacterianos e de leveduras foram testados quanto ao potencial de
antagonismo contrBotritys cinerea, Colletotrichum acutatueiFusarium. oxysporum
f.sp.cubensgFoc) por meio de testes de cultura pareada. Um disco de agar com 0,5 cm
de diametro contendo micélio de cada fungo patogénico foi inoculado em um lado de
uma placa d€etri contendo meio de cultivo BDA (Fluka) e a placa foi incubada por 2
dias a 25 °C. Em seguida, foi estriado cerca de 20 ul de uma suspenséo de cada isolado
na outra extremidade da placa e incubada novamente a 25 °C por mais cinco dias. Apos
ainoculacéo da suspenséo foi medido a Densidade Optica (D.O) dos isolados de bactérias
para controle do numero de células. Para controle negativo do teste, foi inoculado
somente o fungo na extremidade de uma placBRade. Os halos de crescimento do
patdogeno foram medidos no 3°, 5° e no 7° dia. As bactérias ou leveduras foram
consideradas como potenciais inibidores do patégeno quando os fungos apresentaram
crescimento inferior ao do controle ou quando observados halos de inibigc&o.

Todos os ensaios foram feitos em triplicata e o percentual de inibi¢éo foi calculado
segundo a férmula: ((DM-dm)/DM)x100 , onde DM é o valor da média do diametro do
patdgeno entre as repeticdes das placas controles, dm € o diametro médio do patégeno na
placa de cultura pareada. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa
MiniTab 17 (RYAN et al., 1994).

2.5 Teste do filtrado

Com o intuito de eliminar o efeito do pH do meio de cultivo BDA sobre o

crescimento das bactérias durante o teste de pareamento, um teste com o filtrado dos
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isolados foi realizado, adaptado de Cirvilleri et al., (2005). Os isolados bacterianos foram
crescidos em caldo nutriente por 24 hr a 30 °C sob agitacéo. Depois de crescidos foram
centrifugados a 8.228 g por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana
Millipore™ 0,22 um. Foi adicionado 100 ul do sobrenadante filtrado na placa com BDA
ainda liquido, através da técnicapeir plate Foi entdo adicionado um disco de micélio

do fungo patogénico em duas extremidades das placas e comparados com o controle que

nao obteve inser¢cao de nenhum filtrado no meio.

2.6 1dentificacao taxonomica

Apenas 0s microrganismos com potencial para o biocontrole dos fitopatégenos
foram submetidos a identificacdo taxonémica.

Para identificacdo das leveduras, as mesmas foram submetidas a extracdo de DNA
seguido pela amplificacéo utilizando 0s primers NLI (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL4 (5'- GGTCCGTGTTTCAAGACGG)
da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do RNAr de acordo com Rosa e Lachance
(1998).

E para bactérias, as células foram submetidas a extracdo de DNA de acordo com o
protocolo descrito por Pospiesh e Neumann (1995). Em seguida, submetido a reagéo de
amplificacdo por PCR com os oligonucleotideos 27f (5’- GAGTTTGATCCTGGC
TCAG -3”) e 1100r (5°- AGGGTTGCGCTCGTTG 3’), homdlogos as extremidades
conservadas do gene RNAr 16S do Dominio Bacteria (LANE et al., 1985) com as
condi¢Oes de reacdo e amplificacdo descritas em Silva et al. (2010).

Os amplicons obtidos foram checados quanto ao tamanho e integridade em gel de
agarose 1%, visualizados em luz UV e enviados para sequenciamento na Divisdo de
Recursos Microbianos/CPQBA/UNICAMP.

Apbs obtencdo das sequénciascostigsforam montados através do programa
DNABasere comparados utilizando BLASTn quanto aos valores de similaridade com
aquelas depositadas no banco de daGemBank Posteriormente, foi realizado o
alinhamento através deoftwareMEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013) e as sequéncias
tiveram suas distancias filogenéticas inferidas por meio de amgiggbor-Joining
atraves dsoftwareMrBayes (RONQUIST et al., 2012).



3.0 RESULTADOS

3.1 Atividade antagonista contraC. acutatum, F. oxysporum e B. cinerea

Um total de 54 microrganismos foram isolados das amostras de solo, destes, 45
bactérias e nove leveduras, mas ao longo dos procedimentos de repicagem foram perdidos
5 isolados de bacterias e 4 de levedUiebelas 01 e 02 Material suplementar).

O teste contra os fitopatdgenos revelaram duas bactérias e quatro leveduras
apresentando percentuais de inibicdo coBtr&inerea onde os valores variaram de
19,69% a 44,16 % (Figura 01). Os halos de inibicdo resultantes do teste de antagonismos

de leveduras contfa. cinereapodem ser observados na Figura 02 e contra bactérias na
Figura 03.
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Figura 01: Percentuais de inibicdo dos isolados de bactérias e leveduras frente aos fitopatbgenos
B. cinerea, C. acutatum, F. oxysporum.

Figura 02. Isolados de levedura exercendo efeito antagonista c&ntiaerea.Controle
B.cinereaem meio BDA, A) Lev 42; B) Lev 55; C) Lev 48; D) Lev 57.



Controle

Figura 03. Isolados de bactéria exercendo efeito antagonista d@wirereaControle B.cinerea
em meio BDA, A) Bac 15; B) Bac 21.

Quando testados contFaoxysporumapenas trés isolados foram os responsaveis
pelos resultados positivos em relagcéo ao controle, com percentuais de 33,11 % a 36,63%
(Figura 01 e Figura 04). E para o teste co@tracutatuncinco isolados foram capazes
de reduzir o tamanho do fitopatégeno (Figura 01 e Figura 05), com percentuais variando
de 35,53% a 48,64%.

Figura 04: Isolados de levedura exercendo efeito antagonista demtr&ontrole:Focem meio
BDA. A) Lev 42; B) Lev 48.

Figura 05. Isolados de levedura exercendo efeito antagonista c@macutatum.Controle:
B.cinereaem meio BDA. A) Lev 62; B) Lev 57; C) Lev 55; D) Lev 48; E) Lev 42.



Dentre todos os isolados de bactéria obtidos, nenhum foi capaz de exercer efeito
antagonista sobre os patégeridscutatume Foc testados, apenas foram observados
fendbmenos de competicdo por substrato entre alguns isolados, onde o fungo crescia
apenas até préximo ao isolado bacteriano. Acredita-se que um dos possiveis motivos para
0 nao favorecimento de bactérias exercendo antagonismo contra estes pdeigenos
sido o pH acido do meio de cultivo BDA. Todos os testes foram repetidos trés vezes e 0s

resultados foram estatisticamente diferentes (Tabela 01).

Portanto, para contornar possiveis falso-negativos devido o meio de cultivo, foi
realizado o teste do filtrado. Porém, da mesma forma, nenhum resultado positivo foi
encontrado para bactérias. Tal resultado pode ter sido observado, porque em alguns casos
a presenca do patdgeno é responsavel por gfeeasa célula e entdo induzir a producao
de metabdlitos de defesa (CAZORLA et al., 2007).

Tabela 01 Efeito das bactérias e leveduras sobre o crescimento dos Pat6genos.

Isolados Contra B. ¢ Contra C. a Contra F. o
Lev 42 30,47 £ 2,83 30,267 £ 0,676 33,15+ 1,79
Lev 48 30,83 + 5,81 32,753 £ 1,384 31,860 + 0,977
Lev 55 29,10+ 1,86 32,577 £ 0,454 S/E

Lev 57 3446 £ 6,78 38,00 £4,02 33,63 + 0,00
Lev 62 S/E* 33,09+ 1,98 S/E
Controle Lev 52,11 +2,44 58,94+ 1,84 50,28 + 1,96
Bac 15 53,00 £ 2,65 S/E S/E

Bac 21 49,33 + 4,04 S/E S/E
Controle Bac 66,00 = 1,00 S/E S/E

*S/E: sem efeito antagonista.

Média do crescimento em mm Desvio Padrao.

3.2 ldentificacéo taxonbmica

Foram identificados e classificados apenas os isolados de bactérias e leveduras que
apresentaram resultado positivo nos testes de parearAeidintificacdo de leveduras

ainda nao foi efetuada devido a problemas na padroniza¢édo dos procedimentos de PCR.

Os isolados bacterianos que tiveram potencial antagonistaBpanareaforam
identificados comdacillusspp. (Bac21) éysinibacillus xylanilyticugBac15) (Figura
06).



Lysinibacillus xylanilyticus T XDB9 (FJ477040)
Bac 15
Lysinibacillus fusiformisT DSM 2898T(AJ310083)

Lysinibacillus meyeriT WS 4626 G 4051 (HE577173)

Bacillus amyloliquefaciens T DSM7 (FN597644)

Bacillus thuringiensis T 1AM 12077 (D16281)

Bacillus cereus T ATCC 14579 (AE016877)

Bac 21

Thermococcus coalescens T TS1 (AB107767)

0.050

Figura 06. Analise filogenética dos gend?®NAr 16S de isolados bacterianos. A arvore
filogenética foi construida usando o métddighbor-Joiningcom 1,00Mootstrapreplicatas. O
namero de acesso Genbak das espécies esta indicado entre parBenteseficcus coalescens

foi usado como grupo externo.

4.0 DISCUSSAO

Na busca de alternativas viaveis ao uso de fungicidas na agricultura, os quais afetam
a saude humana e causam danos ao ambiente, existem uma série de estudos utilizando
microrganismos para o controle biologico. O controle bioldgico esta relacionado a
utilizacdo de microrganismos nao patogénicos de ocorréncia natural, com capacidade de
reduzir os efeitos danosos de patdgenos sobre as plantas, contribuindo para a supressao
da doenca (ZIVKOVIC edl., 2010).

O génerdacillusé amplamente citado como potencial agente controlador, existem
varios estudos avaliando o potencial antagonisBad@lusisolados ou combinados com
outros agentes de controle bioldgico coBrainereae C. acutatum(CHEN et al. 2008;
HERNANDEZ-SALMERON et al 2014; HAN et al., 2015; ON et al., 2018)gumas
caracteristicas das cepas Bigcillus spp.fazem com que estes sejam promissores no
controle de patégenos fungicos, como por exemplo o estagio de esporo (resisténcia), além
da producéo de compostos antifingicoB/KOVIC et al., 2010).

Testando a capacidade de producdo de compostos volateis, Chen et al. (2008)
mostraram queBacillus subtilis JA foram capazes de inibir significativamente a
germinacao de esporos e o alongamento de tubos germinds @merea causando

retragao do protoplasma, das pontas das hifas para os esporos.



A utilizacdo de cepas dgacillus subtilise Brevibacterium linen$C 10 numa co-
aplicacao de antagonista com patdégeno significou uma reducao consideravel das lesées
causadas pelo patdgeBo cinereaem tomateiros. Quando aplicado preventivamente, a
eficdcia foi ainda maior, devido as menores concentracbes de bactérias requeridas.
Porém, quando combinados os dois antagonistas os resultados foram mais promissores,
indicando um efeito sinergético entre as cepas, com producédo de compostos antifungicos,
como surfactina, mostrando que a antibiose foi o mecanismo de agdo contra o
fitopatogeno (ON et al., 2015). Esse potencial biotecnologico, tBawllus um

candidato promissor para aplicacdes em protocolos de controle bioldgico.

Quanto a cepa dgysinibacillus xylanilyticusseu primeiro relato foi de um isolado
de humus florestal, descrito pela sua capacidade de degradar xilano (LEE et ale 2010),
posteriormente quando isolada de solo foi mostrada sua capacidade de produzir enzimas
fibronoliticas (RESHMA et al., 2013). Quanto ao seu papel antagonista existe apenas um
relato onde isolados de alga marinha exerceram atividade antibacteriana contra as
bactérias fitopatogénicasanthomonas oryzapv. Oryzae e X. axonopodv. citri e
atividade antifingica contidstilaginoidea viren§SUVEGA e ARUNKUMAR, 2014).
Entretanto, nenhum trabalho na literatura havia observado seu papel antagonista contra o
fungo B.cinerea de morango. Afim de relatar seu papel antagonista contra o0s
fitopatdégenos, este foi o primeiro trabalho que dectou seu potencial no biocontrole de

B.cinerea.

Leveduras do solo além de produzirem uma variedade de compostos
biologicamente ativos (fitormdnios, vitaminas, aminoacidos, enzimas etc.) que tém efeito
no crescimento e desenvolvimento das plantas, também ajudam a aumentar a sua
produtividade e produzem substancias antimicrobianas que reduzem a infec¢do de
fitopatdgenos (IGNATOVA, 2015).

Através da capacidade de produzir compostos vol&aisdida intermedidZ410
foi observada inibindo a germinacéo dos conideos e crescimento micdiatiderea
Isto resultou na reducdo da incidéncia e na severidade do patdgeno em culturas de

morangos quando expostos aos volateis da levedura (HUANG et al., 2011).

Cepas de levedurasureobasidium pullulane Rhodothorula mucilaginostoram
relatadas pelo seu amplo espectro de acao contra 3 diferentes fitopatAgenbslans

foi capaz de inibifFusarium graminearumPhytophtora infestang B. cinerea,e R.



mucilaginosa inibiu F. graminearum Cladosporium sp., e B. cinerea
(IGNATOVA,2015). Esta capacidade de inibicdo de um amplo espectro de patégenos
também foi observada no presente trabalho através dos isolados Lev 42, Lev 48 e Lev 57.

A. pullulanstambém ja foi relatada por potencial antagonista c@htecutatume
guando inoculados artificialmente em macas e laranjas com os conideos do patégeno, o
tratamento antagonista controlou significativamente a infeccdo do patégeno,
confirmando os ensaias vitro (DI FRANCESCO et al., 2015).

Dentre os mecanismos de inibicdo exercidos por leveduras, podem estar inclusos:
colonizagédo de feridas, inibicdo da germinacéo, formacédo de biofilme, secrecéo de
toxinas mortais, competicdo por nutrientes e secrec¢do de enzimas hidroliticas (protease,

quitinase e glucanase) (LUTZ et al., 2013).

Os testes de cultura pareada nem sempre podem ser tomados como resultados
decisivos. Em teste de cultura dupla em BDA da leve&paridiobolus pararoseus
YCXT3 contraB. cinereanao foi observada inibicdo do crescimento micelial, ja quando
as células da levedura foram inoculadas diretamente no morango houve uma reducédo
significativa na incidéncia da doenca pordiiepararoseusdo acumulou substancias
toxicas em meio por ser competidor de espaco e nutrientes limitados (HUANG et al.,
2012). Porém os testsvitro continuam a ser uma porta de entrada para o descobrimento
do potencial de isolados em exercer atividade antagonista, e ainda se tornam mais
vantajosos devido ao menor custo quando comparados aos trabalhos realizados

diretamente no campo.

Como cada organismo relatado como possivel antagonista de um patdégeno possui
uma caracteristica peculiar no que diz respeito ao seu mecanismo de inibi¢édo, trabalhos
futuros seréo necessarios para elucidar o mecanismo de acao de cada potencial agente de
controle biologico identificado neste trabalho. Com o entendimento do mecanismo de
acdo caracteristico, poderemos desenvolver novas estratégias para o controle de doencas

fungicas que tém causado perdas significativas nas culturas de morango.



5.0 CONCLUSOES
Existem inUmeros trabalhos na literatura que buscam obter agentes microbianos
para um controle biolégico potencialmente eficiente, portanto um grande numero de

antagonistas tem sido pré-selecionados em tiestéso.

As triagens de leveduras e bactérias isoladas do solo Amazénico mostraram que
tais isolados tem potencial para o biocontrole dos fungos fitopat@utotys cinerea,
Colletotrichum acutatura Fusarium. oxysporurisp.cubensgFoc). O presente trabalho
mostrou pela primeira vez uma cepa Hgsinibacillus xylanilyticusexercendo
antagonismo contra o fitopatdogeBocinerea Sendo este apenas o segundo relato do

potencial de controle biolégico de fitopatdgenos atraveésglanilyticus

Embora os testes realizados no presente trabalho tenham mostrado apenas a
efetividade dos agentes controladores sobre condi¢cdes laboratoriais, uma validacéo a
nivel de teste vivo ainda precisa ser realizada, para que seja possivel pensar em um
trabalho em larga escala a nivel industrial e comercial. Com os resultados ja encontrados
pretendemos prosseguir na identificacdo dos isolados de levedura, bem como na
identificacdo dos compostos responsaveis pela atividade antagonista como uma opc¢ao
para o combate aos fitopatdgenos e uma alternativa ao uso de pesticidas ofensivos ao
ambiente e a salude humana. Sendo assim, é de extrema importancia a busca por novos

agentes que se mostrem capazes de serem utilizados no biocontrole.
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7.0 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela suplementar 01:Morfologia dos isolados de bactérias obtidos do solo da BHRMP.

Isolado Cor frente Borda Cor verso Elevacgéo Aspecto Forma Coloracéo Observacgfes
de Gram

1 Bege claro Ondular  Bege escuro Chata Brilhante Irregular +

2 Bege escuro  Continua  Bege claro Apicoada Brilhante Regular +

3 Salméao Continua Bege Elevada Brilhante Regular +

4 Bege Claro Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular -

6 Bege Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular +

7 Bege Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular -

9 Branca Continua Bege Elevada Brilhante Regular +

10 Bege Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular +

11 Branca Continua Branco Elevada Brilhante Regular +

12 Amarela Continua Amarela Elevada Brilhante Regular N/D
13 Bege N/D Bege Continua Brilhante Regular + Crescimento extremamente rapid
14 Branco Continua Branco Continua Brilhante Regular +

15 Amarela escura Ondular  Bege escuro Chata/apicoada Brilhante Irregular N/D
16 Bege translucido Ondular  Translucido Elevada Brilhante Regular N/D
17 Branca Ondular Branca Chata Opaca Irregular N/D
18 Salméao/Bege Ondular Salméo N/D Brilhante Irregular +

19 Amarela Ondular Amarela Elevada Opaca Irregular +

20 Bege escuro  Continua Bege escuro Chata Brilhante Regular -

21 Bege Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular +

24 Amarela Continua Amarela Elevada Opaca Regular +

25 Amarela Claro  Continua Amarelo claro Elevada Brilhante Regular +

26 Amarelo/Transpar Ondular  Amarelo claro Apicoada Brilhante Irregular -

ente
27 Bege Ondular Bege claro Chata Brilhante Irregular -
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29 Bege claro Ondular Bege claro Chata Opaco Irregular -
30 Bege translucido Ondular Bege Chata Semi- Irregular N/D
brilhante
32 Bege translicido Ondular Bege Chata Brilhante Irregular -
40 Bege N/D Bege N/D Brilhante N/D - Crescimento extremamente rapidt
41 Bege claro Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular + Colbnia pequena em 48hrs
43 Bege claro Ondular Bege claro Chata Opaca Irregular + Crescimento rapido- colénia granc
em 48hrs
45 Bege Ondular Bege Chata Opaca Regular +
46 Amarelo claro  Continua Amarelo claro Elevada Brilhante Regular +
47 Bege translicida Ondular Bege Apicoada Brilhante Irregular + Pontinho brilhoso no meio da
translicida colbnia
49 Salméao Continua  Bege claro Elevada Brilhante Regular +
50 Bege Ondular Bege claro Elevada Brilhante Irregular +
51 Bege claro Ondular Bege claro N/D N/D N/D + Esporulando
53 Bege Continua Bege Elevada Brilhante Regular N/D
54 Bege escuro Ondular  Bege escuro Apicoada Brilhante Irregular N/D Produz uma leve pigmentacéo
58 Bege Ondular Bege Elevada Brilhante Radicular
59 Bege claro Ondular Bege Chata Opaca Regular +
61 Bege Continua  Bege claro Chata Brilhante Irregular +
Tabela suplementar 02:Morfologia dos isolados de leveduras obtidos do solo da BHRMP.

Isolado  Cor frente Borda Cor verso Elevacao Aspecto Forma Observagdes

42 Amarela esbranquicada Continua Amarela clara Opaca Regular

48 Bege claro Continua Bege claro Apicoada Opaca Regular

55 Branca Continua Marrom claro Apicoada Opaca Regular Produz uma forte

pigmentacéo escura
57 Marrom na borda e branca no  Ondular Marrom Apicoada Opaca Irregular Produz uma forte
centro pigmentacéo escura
62 Branca Continua Bege Apicoada Brilhante Regular




CONCLUSOES GERAIS

IN)

1D)

V)

V)

As analises de diversidade taxondmica e funcional confirmaram que as

amostras de floresta e pastagem apresentam uma complexa comunidade
bacteriana, sugerindo que estas comunidades apresentam uma ampla
versatilidade metabdlica e, consequentemente, capacidade de responder as

perturbacdes oriundas das acfes antropicas sobre o solo;

O sequenciamento do gene RNAr 16S revelou que a diversidade taxondmica
dos solos de pastagem € maior do que a de solos florestais;

A analise funcional da comunidade microbiana total do solo mostrou através
dos vérios subsistemas da plataforma MG-RAST que os solos de floresta séo
mais estaveis que os solos de pastagem, e por iSSoO menos susceptiveis a acado

de microrganismos oportunistas, como os fitopatégenos;

A analise funcional apenas das reads afiliadas ao Dominio Bacteria pelo
software CLC genomicsmostrou que a abundancia de todas as categorias

funcionais de pastagem foi sempre maior que os de flpresta
As triagens de antagonistas mostraram que cepas de bactérias e leveduras

isolados do solo da BHRMP tem potencial para o biocontrole dos fungos

fitopatogénicoB. cinerea, C. acutatumF. oxysporunf.sp.cubense.
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