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DETECCAO DO GENE phzF NA BIOSSTNTE§E DA FENAZINA EM SOLO
RIZOSFERICO DE TERRA PRETA DA AMAZONIA

RESUMO

Os compostos fenazinas encontrados no ambiente podem ser produzidos por diversas
espécies de bactérias associadas as plantas, exercendo a atividade de biocontrole contra
fitopatdgenos do solo. A fenazina € sintetizada por sete genes em seu operon. O gene
phzF é responsavel pela produgdo de vérias fenazinas naturais. No entanto, ndo ha
estudos do gene phzF em solos rizosféricos de Terra Preta da Amaz6nia - TPA. Este
trabalho foi desenvolvido de acordo como os objetivos propostos e dividido em dois
estudos. O primeiro estudo foi acessado a diversidade do gene phzF na biossintese da
fenazina nos solos rizosféricos (com influéncia das raizes) e ndo rizosféricos (solo bulk)
da soja [Glycine max (L.) Merrill]. Para acessar esse gene, um experimento de
mesocosmo foi estabelecido com amostras de TPA coletadas em dois ambientes (floresta
e agricola) e utilizado como substrato para o crescimento da soja. Apos coleta dos solos
rizosféricos, o DNA foi extraido e submetido ao sequenciamento em larga escala e a
quantificacdo do numero de copias dos genes por meio do PCR quantitativo. As
sequéncias geradas do metagenoma foram analisadas pelo banco de dados de anotacao de
proteinas (M5NR), com base nas sequéncias do dominio Bactéria. Os resultados
indicaram onze grupos taxondmicos afiliados a sequéncias do gene phzF nas amostras de
solos. Na reacdo de PCR quantitativo, os resultados revelaram que o nimero de copias
dos genes 16S rRNA bacteriano e da biossintese phzF foram distintos para os solos
rizosféricos e ndo rizosféricos, assim como, para os ambientes dos quais foram
coletados. O segundo estudo realizado foi para detectar e estimar a frequéncia do nimero
de copias dos genes phzF e 16S rRNA bacteriano pela técnica de PCR quantitativo e
também a caracterizacdo do perfil da comunidade bacteriana em amostras de solos da
cultura do feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Wald]. A analise de PCR quantitativo
demonstrou resultados distintos em ambos os solos estudados. Os perfis das comunidades
bacterianas das amostras de solos foram acessados, pela técnica de Polimorfismo do
Tamanho de Fragmento de Restricdo Terminal (T-RFLP). Foi possivel observar a partir
dos perfis gerados pela analise, subgrupos mais homogéneos, diferenciando
significativamente de estruturas das comunidades bacterianas entre a rizosfera do feijao
caupi e os solos ndo rizosféricos (bulk).

Palavras-chave: técnicas moleculares, solo tropical, gene biossintético, metabolismo
secundario.
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DETECTION OF phzF GENE IN THE PHENAZINE BIOSYNTHESIS IN
RHIZOSPHERE SOILS FROM AMAZON DARK EARTH

ABSTRACT

The identification of natural antibiotics is of great importance to sustainable agriculture.
The phenazine compounds found in the environment may be produced by several
species of bacteria that usually are associated with biocontrol activity in plants against
phytopathogenic soil organisms. The phenazine is synthesized in seven genes his
operon, the gene phzF is a key gene for the production of several natural phenazine.
However, there is no study of the frequency of the phenazine genes in rhizosphere of
Amazon Dark Earth (ADE). This work was developed according to the proposed goals
and split in two studies. In the first study, we evaluated the diversity of sequences and
the number of copies of phzF biosynthetic genes in rhizosphere soils (with influence of
the roots) and non-rhizosphere (bulk soil) of soybean [Glycine max (L.) Merrill]. For
comparison, the number of copies of the 16S rRNA gene was also quantified. For this
purpose, an experiment in controlled mesocosm was conducted, with ADE under two
environmental conditions: secondary forest and pasture. DNA was extracted from the
rhizosphere soil samples, and then subjected to high-throughput sequencing and
quantification of the number of gene copies by quantitative PCR. The metagenomic
sequences generated were analyzed on the MG-RAST server based on the protein
database M5NR, considering sequences belonging to Bacteria Domain. The results
indicated eleven taxonomic groups affiliated to phzF gene in soil samples. The gPCR
indicated that the number of 16S rRNA and phzF genes was different for rhizosphere
and non-rhizosphere soils, as well as for the environments of which were collected. The
second study was accomplished to detect and estimate the number of bacterial 16S
rRNA and phzF genes by quantitative PCR technique and also to characterize the
bacterial community profile in soils under cultivation of cowpea [Vigna unguiculata
(L.) Wald]. The quantitative PCR analysis set forth that number of genes was different
in both soils. The profile of the bacterial communities of soil samples retrieved by the
technique of Polymorphism size of Terminal Restriction Fragment (T-RFLP). It were
observed, from the profiles generated by the more homogeneous subgroups analysis,
significamemte differentiating structures of bacterial communities between the cowpea
rhizosphere and non-rhizosphere soils (bulk).

Key words: molecular techniques, tropical soil, biosynthesis gene, secondary

metabolism
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1. INTRODUCAO

Em comunidades bacterianas que habitam os solos de terra preta da Amazonia (TPA)
podem ocorrer genes bacterianos ainda desconhecidos e com importantes contribuicdes
quanto a aplicacdo biotecnoldgica. Estudos utilizando técnicas dependentes e independentes
de cultivo vém sendo realizados para identificar e conhecer a diversidade de micro-
organismos de solos de TPA (Wong 2011). A caracterizacdo das comunidades bacterianas de
TPA cria a possibilidade de utilizacdo das mesmas na maximizagdo das produtividades de
culturas comerciais. Além disso, poucos estudos relatam a diversidade de grupos bacterianos
funcionais, especialmente na rizosfera de plantas cultivadas em solo de TPA.

A rizosfera é a porcdo do solo que fica sob influéncia das raizes e apresenta elevada
atividade metabolica decorrente da grande quantidade e diversidade de compostos organicos
que sdo liberados pelas raizes das plantas (Hinsinger et al.2005). As bactérias do solo
possuem a habilidade de colonizar a regido da rizosfera de culturas consideradas importantes
na agricultura, ofertando beneficios para as plantas de forma direta e indireta, como: fixacéo e
assimilacdo de nitrogénio, solubilizacdo de nutrientes e producdo de fito-hormdnios. Além
disso, estas bactérias exercem o papel de antagonistas a fungos patogénicos, enzimas,
pigmentos florescentes, cianetos e produzem sideroforos e antibidticos (Renwick et al. 1991;
Rodriguez e Fraga 1999; Donate-Correa et al. 2004).

Os antibidticos sdo substancias organicas de baixo peso molecular e podem ser
sintetizados por diversos micro-organismos, incluindo as bactérias. Movrodi et al. (2010)
sugerem que os antibidticos naturais podem transitoriamente se acumular na rizosfera de
plantas, em quantidades suficientes para inibir o crescimento de organismos sensiveis. Os
antibioticos pyoluteorin (plt), pyrrolnitrin (prn), phenazine-1- e 2,4-diacetylphloroglucinol
(phl) e Acido Fenazino-1-Carboxilico (PCA) tém sido o foco principal em pesquisas de
biocontrole (Thomashow et al. 1990; Mavrodi et al. 2010).

A fenazina (phz) é um antibidtico produzido por eubactérias colonizadoras de
rizosfera. Sua producdo esta relacionada a competitividade e sobrevivéncia dos micro-
organismos em habitat natural. O composto Fenazina-1-acido carboxilico (PCA) produzido
pela espécie Pseudomonas fluorescens (2-79), foi encontrado por Mavrodi et al. (2010), em
concentracdes apreciaveis de 27 a 43 nanogramas (ng) por grama (g) de solos rizosféricos,

sugerindo que este antibidtico tem grande atividade no nivel da raiz. A fenazina é sintetizada



por um operon composto de sete genes (phzABCDEFG) biossintético em Pseudomonas spp.
O gene phzF é mais estudado por ser responsavel pela sintese do precursor fenazina e além
disso, € altamente conservado em seus produtores (Fitzpatrick 2009).

Desse modo, no presente trabalho foram utilizados os métodos de sequenciamento em
larga escala, PCR quantitativo (JPCR) e Analise de Polimorfismo dos Fragmentos Terminais
de Restricdo (T-RFLP), para estimar a diversidade funcional, quantificar o nimero de cépias
do gene phzF e também caracterizar perfil das comunidades bacterianas diretamente do

ambiente rizosférico de plantas de soja e feijao caupi.

1.2 Diversidade bacteriana em solos de terra preta da Amazonia (TPA)

A terra preta da Amazoénia (TPA) € um solo antropogénico encontrado em diversos
sitios dentro do bioma da Amazénia. As TPAs estdo localizadas geralmente nas margens de
rios, tanto os de aguas brancas como Purus, Madeira, Jurua, Solimdes e Amazonas; como 0sS
de &guas claras, a exemplo do Trombeta, Tapajos e Mapuera; ou ainda nas margens de rios de
aguas negras como o Rio Negro, Urubu, Caxiuand e Mapua deduzindo-se que, o0 homem pre-
historico, que habitavam diversas regibes da Amazbnia, era bem adaptado a diversas
condicBes ambientais (Kern et al. 2003; Germano 2011). Atualmente devido sua alta
fertilidade as areas com terra preta vém sendo utilizadas pelos agricultores familiares para
cultivo de culturas de subsisténcia (Germano 2011). Além disso, este tipo de solo tem
despertado a curiosidade de pesquisadores e tem sido estudado devido as suas caracteristicas
quimicas e a alta diversidade microbioldgica, incluindo bactérias e fungos.

As bactérias podem ser encontradas em diversos ambientes como lagos, oceanos,
solos, em condi¢Oes extremas de temperaturas e ambientes contaminados com metais pesados
(Horner-Divine et al. 2004; Drees et al. 2006;Yergeau et al. 2007, Wang et al.2007). Estudos
indicam que existe uma relacdo direta entre a fertilidade e a diversidade microbiolégica dos
solos de TPA. A elevada taxa de material organico encontrada nesse solo favorece uma
intensa atividade bioldgica, sugerindo uma alta diversidade de micro-organismos e, portanto,
uma fonte importante de germoplasma microbiano (Tsai et al. 2003; Madari et al. 2009).

Trabalhos realizados por métodos independentes de cultivo objetivando estudar a

diversidade das comunidades bacterianas em TPA identificaram diversos géneros:



Pseudomonas, Artrobactéria, Bacilos, Staphylococcus; Janthinobacterium e Massilia
(Ferreira 2007), Protobacteria; Firmicutes; Acidobacteria; Nitrospira; Verrucomicrobia;
Planctomycetes; (Cannavan 2007), Omycetales (Garcia 2006), Burkholderia (Medau 2007).
Além de uma alta diversidade bacteriana, os autores encontraram alta ocorréncia de clones
homdlogos de bactérias ndo cultivaveis, quando comparados a solos adjacentes chegando a
conter genes de interesse e de aplicabilidade biotecnolégica.

A identificacdo das comunidades bacterianas em TPA pode contribuir para o
entendimento do seu papel ecoldgico, bem como propiciar estudos para suas aplicaces nas
areas de interesse ao homem, como fixacdo biolégica de nitrogénio, biorremediacao,
producdo de plasticos biodegradaveis, crescimento de plantas e controle de doengas (Germano
2011). A compreensdo da funcionalidade dos grupos presentes nesse solo € de grande
relevancia, principalmente em ambientes especificos como a regido da rizosfera de plantas,

onde ocorre a maior parte das interacGes planta/micro-organismos.

1.3 Micro-organismos habitantes da rizosfera

A rizosfera refere-se a regido do solo influenciada pelas raizes e compreende uma
distancia de 1 a 3 mm da sua superficie. A dispersdo das raizes das plantas no solo é mediada
principalmente pela interacdo quimica com as particulas do solo (Hinsinger et al. 2005; Watt
et al. 2006). A regido da rizosfera apresenta elevada estabilidade em suas propriedades fisico-
quimicas que, associadas ao fornecimento constante de substratos organicos liberados pelas
raizes, favorece uma intensa atividade metabdlica dos micro-organismos e também influencia
direta e positivamente nas plantas (Moreira e Siqueira 2006).

Nesse sentido, as plantas influenciam a diversidade de micro-organismos em sua
rizosfera por meio da liberacdo de exsudatos pelas raizes, os quais incluem: ions, oxigénio
livre, 4gua, mucilagem, aminoacidos, acucares, vitaminas, acidos organicos, nucleotideos,
enzimas, entre outros (Grupta e Mukerji, 2002; Bais et al. 2006). Estas substancias podem
tanto atrair quanto repelir organismos que, por sua vez, podem induzir diferentes repostas da
planta (Bais et al. 2006). Sendo assim, os exsudatos podem variar de acordo com as espécies
de plantas e até mesmo em cultivares de uma espécie (Kowalchuk et al. 2002; Ghini 2008).

De acordo com Berg e Smalls (2009), diferentes espécies de plantas sdo capazes de



selecionar, a partir do conjunto total de micro-organismos, comunidades distintas na rizosfera.
Este processo é feito de tal maneira que quando as plantas sdo infectadas por alguns
patdgenos, elas sdo capazes de selecionar os organismos de sua rizosfera. Essa selecdo ocorre
alterando a composicdo dos exsudatos de suas raizes com o objetivo de atrair micro-
organismos que possam protegé-las contra a agressdo de determinado fitopatdgeno (Rudrapa
et al. 2008). Assim, estes micro-organismos atuariam como agentes protetores contra
patégenos (Melo 1991; Raaijmakers et al. 1997). Além disto, interacdes entre plantas e
organismos possibilitam a sobrevivéncia com sucesso no sistema radicular (Cardoso e
Nogueira, 2007; Dini-Andreote e van Elsas 2013).

Grupos especificos de micro-organismos sdo capazes de migrar para a superficie da
raiz onde os niveis de nutrientes sdo maiores. Espécies do género Pseudomonas conhecidas
pela capacidade de associar-se com as raizes por meio de sinais quimicos séo favorecidos na
formacdo de sitios de colonizacdo (Zago 2000; Hardoim et al. 2008; 2011; Neal et al. 2012;
Dini-Andreote e Van Elsas 2013).

Portanto, na regido da rizosfera os micro-organismos predominantes sdo as bactérias
de vida livre e associativa. Estas podem realizar funcGes benéficas, neutras ou deletérias para
0s hospedeiros. Além disso, em ambiente competitivo, as bactérias passam a produzir
metabolitos secundarios, enzimas extracelulares e antibidticos a fim de competir por espaco e
nutrientes, com 0s outros micro-organismos presentes na rizosfera (Schippers et al. 1987).

Dentre as espécies mais estudadas de bactérias habitantes da rizosfera podemos citar:
P. fluorescens, P. putida, Azospirillum brasilense, Serratia marcescens, Bacillus subtilis,
Bacillus megaterium, e os géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Arthrobacter, Enterobacter,
Azotobacter, entre outras. Estas informacBes possibilitam direcionar estudos com possiveis
grupos de bactérias produtoras de compostos secundarios (Melo 1991; Raaijmakers et al.
1997).

1.4 Metabdlitos secundarios

Metabolitos secundarios sdo produtos que ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia da
célula produtora. Sdo gerados a partir de um metabolismo, mas sua producdo provavelmente
confere vantagens competitivas nos ambientes onde o seu produtor vive (Martin e Demain
1980).



1.4.1 Antibiéticos

Os antibidticos sdo produzidos por micro-organismos como resultados do seu
metabolismo secundario. Muitas vezes as bactérias tém a capacidade de produzir antibiéticos
quando em interac6es biolégicas no ambiente. Estudos demonstram que estes antibidticos sdo
produzidos principalmente na rizosfera e atuam na supressdo de patdgenos de solo
(Georgakopoulos et al. 1994; Kraus et al. 1995; Shanahan et al. 1992).

Os antibidticos pyoluteorina (PIt), Pyrrolnitrina (Prn), 2,4-diacetyl phloroglucinol
(Phl) e Acido fenazina -1-carboxylico (PCA) sdo atualmente os mais pesquisados (Bagnasco
et al. 1998; Mavrodi et al. 2007). Bacterias produtoras desses antibidticos foram isoladas de
amostras de solos com caracteristicas supressivas de diversas regides geogréaficas, passaram a

ser o foco das pesquisas para controle de fitopatogenos (Rosales et al. 1995).

1.4.2 O composto fenazina

Os antibioticos Fenazinas se incluem em uma larga familia de compostos
nitrogenados heterociclicos derivados da via do &cido shikimico. As fenazinas que ocorrem
naturalmente sdo produzidas por bactérias de varios géneros e tambeém apresentam
propriedades antimicrobianas quando associadas as plantas (Mavrodi et al. 2006; 2012).
Analises demonstraram que durante o processo de crescimento bacteriano in vitro, elevados
niveis destas substancias sdo excretadas. Normalmente, sdo pigmentos com diferentes
aspectos de absorcdo. A diversidade biologica da fenazina pode variar de acordo com a
natureza e a posicdo dos substituintes no anel heterociclico dos grupos funcionais, levando a
diferencas nas propriedades quimicas das fenazinas individuais (Laursen e Nielsen 2004).

A via biossitética dos compostos fenazina vem sendo bastante estudada principalmente
de alguns grupos de bactérias como a do género Pseudomonas, onde sdo conservados sete
genes em seu operon (phzABCDEFG), sendo estes, necessérios para a conversdo do Acido
Shikimico no antibiético Acido Fenazina-1- carboxilico (PCA) e outras fenazinas. Anélises
moleculares de genes envolvidos na producdo da fenazina em espécies de Pseudomonas spp.
apresentaram um elevado grau de similaridade de sequéncias homologas. Os produtos de

genes phzC, phzD e phzE, sdo similares as enzimas do metabolismo de acido shikimico e,



juntamente com o phzF sdo necessarios para a sintese de varias fenazinas (Mavrodi et al.
2004; Parsons 2004; Fitzpatrick 2009).

Experimentos in vitro, utilizando uma mistura dos genes phzF,-A,-B e G purificados
confirmaram que o Acido Fenazino-1-Carboxilico (PCA) é prontamente produzido a partir de
2,3-di-hidro-3-hidroxiantranico (DHHA) sem auxilio de outros fatores celulares. Os genes
phzA,-B e G ndo possuem nenhuma atividade para DHHA. No entanto, a presenca de phzF
individualmente ou em companhia com estes, passam a produzir o PCA. Uma vez formado, o
PCA pode ser modificado por uma variedade de enzimas, resultando numa diversidade de
fenazinas produzidas (Blankenfeldt et al . 2004; Weller et al. 2007) (Figura 1).
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Figura 1.1 Biossintese da fenazina: (a) Sintese da fenazina em Pseudomonas spp. para fenazinas
microbianas. (b) Biossintese dos derivados Acido fenazina -1-carboxilico (PCA). Fonte:
Chin-a-Woeng et al. 2002

De acordo com Fitzpatrick (2009) e Mavrodi et al. (2006), as semelhancas de
sequéncias génicas e filogenéticas de Pseudomonas spp. Streptomyces cinnamonensis,
Pantoea agglomerans, Burkholderia cepacia, Pectobacterium atrosepticum, Brevibacterium
linens, e Mycobacterium abscessus evidenciam que contém um operon fenazina e que,
provavelmente foi transferido entre essas espécies através de transferéncia horizontal de genes
(THG). A aquisicdo de um operon associada a antibidticos é de grande interesse, uma vez que

pode aumentar a competitividade das espécies receptoras.



A compreensdo da diversidade e dindmica dos genes envolvidos na sintese do
antibidtico fenazina e a descoberta das vias biossintéticas em bactérias proporcionam
oportunidades para explorar e obter uma maior compreensdo sobre a evolugdo deste
antibiético (Ferreira 2007). Isso aumentou as possibilidades de identificacdo de novas
fenazinas com potencial de uso no biocontrole de fitopatdgenos e a sua exploracdo em um

sistema de agricultura sustentavel.

1.5 Técnicas moleculares em ecologia microbiana

Nos ultimos anos as tecnicas moleculares tiveram um papel fundamental na
determinacgéo da diversidade de micro-organismos do solo. Para Germano (2011) as técnicas
modernas de ecologia microbiana podem oferecer ferramentas eficientes para monitorar
processos bioldgicos em solos, onde as atividades antropicas de manejo agricola e deposito de
material organico, provavelmente foram determinantes para a diversificacdo metabdlica das
comunidades bacterianas. Estas ferramentas moleculares também se apresentam como uma
alternativa rapida e eficiente na determinacdo de algumas caracteristicas como estruturas e
riquezas taxondémicas das comunidades bacterianas também em solo de TPA.

De acordo com Mavrodi et al. (2007), os métodos independentes de cultivo, baseado
na extracdo e analise de DNA de amostras de ambientes naturais, estdo se tornando cada vez
mais populares para avaliar a estrutura da populacdo nativa de bactérias ou de comunidades
introduzidas. A técnica de hibridizacdo seguida da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)
com sondas especificas tem sido utilizada extensivamente para a quantificacdo de micro-
organismos que produzem antibidticos in situ. A antibiose é amplamente estudada como um
dos mecanismos de inibicdo mais importante no controle bioldégico dos patdgenos de plantas
(Weller et al. 2002).

1.5.1 Método Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

A técnica de T-RFLP € utilizada em analises comparativas de comunidades

microbianas em amostras ambientais com base na amplificacdo por PCR do gene em estudo



utilizando primers marcados com fluorescéncia. Os fragmentos obtidos sdo tratados com
enzimas de restricdo e o comprimento dos fragmentos terminais marcados é determinado em
sequenciador automatico. Durante a leitura, a fluorescéncia dos T-RFs (fragmentos de
restricdo terminal) é convertida em um eletroferograma, sendo que cada pico representa um
T-RFs. Os resultados da leitura das T-RFs, sdo exportados por um software para calcular o
tamanho do fragmento de restricdo terminal e a intensidade do pico de fluorescéncia.

Os dados de comprimento dos fragmentos terminais sdao comparados entre as
amostras, podendo ser usado para matrizes de similaridade e analise de componentes
principais. Apesar de a técnica necessitar de padronizacdo é altamente eficiente, produtiva e
muito sensivel na deteccdo das mudancas na estrutura de comunidades bacterianas no
ambiente (Mendes 2011).

1.5.2 A técnica de PCR quantitativo

Quantificar micro-organismos € importante porque proporciona um melhor
entendimento da influéncia de diferentes ambientes. A maior vantagem desta técnica é que ela
é independente de cultivo, o que permite determinar de forma direta a densidade das
comunidades em amostras de rizosfera de plantas e do solo, sobretudo, a composicao
genotipica (Mavrodi et al. 2004). Estudos recentes com quantificacdo de estirpes de P.
fluorescentes foram precisos na deteccdo de produtoras do antibiotico 2, 4
Diacetylphzoroglucinol (2,4-DAPG) em solos supressivos utilizando o método PCR
quantitativo (Mavrodi et al. 2007).

A PCR quantitativo ou PCR em tempo real é baseada na deteccdo da concentragéo de
acidos nucléicos no qual a fluorescéncia aumenta conforme o acimulo de produtos durante
cada ciclo de amplificacdo (Raeymaekers 2000). Durante a utilizacdo desta técnica, uma fase
logo pode ser identificada facilmente e comparada com as curvas padrdes. Também é possivel
0 uso de diferentes reagentes, tais como: SYBR green, TagMan e FREAT. Além disso, a PCR
em tempo real tem capacidade de suportar grande quantidade de amostras reduzindo o tempo
de analise (Hermansson e Lindgren 2001; Madani et al. 2005). Pela técnica de PCR
quantitativo é possivel utilizar dois métodos de quantificacdo, a reativa e a absoluta. Nesta

Gltima, o nimero de copias do gene de interesse € determinado, relacionando o sinal da PCR



como uma curva-padrdo que pode ser construida utilizando diluigdes seriadas de uma amostra

de concentragdes conhecidas (Wong e Medrano 2005).

1.5.3 Sequenciamento metagendmico por “shotgun”

Metagenoma pode ser definido como o genoma encontrado em um determinado
habitat. Para obtencdo da sequéncia dos genomas, os fragmentos de DNA sdo gerados apds
fragmentagdo quimica, fisica ou enzimatica. Estes novos métodos permitem a obtencdo de
reads de maneira muito mais rapida (Staats et al . 2014) (Figura 1.2). Entretanto, o tamanho
dos reads € menor, variando de algumas dezenas a poucas centenas de pares de base,
dependendo da metodologia. Esta estratégia, denominada sequenciamento shotgun, é baseada
na fragmentacdo aleatoria dos cromossomos em fragmentos de DNA com tamanho

relativamente pequeno (Staats et al. 2014).

%OYCAOYCAOVCAOVCAOYCAOVAC CAGTCOGTACGTACGT. -'
AGTCAGTCAGTACTGCTGCTGCG YOG

CAGTCAGTACTGCTGCTGCGTGGTGT
Alinhamento | CGTGGTGTATGCAGTCGTAC |
CAGTCGYACGTACGY

Consenso [EOTCAGTCAGTCAGTCAGTCAGTACTGCTOCTOCGTGGTGTATGCAGTCGTACGTACGT. . |

Contig

Figura 1.2 Montagem do genoma de menor tamanho utilizando a estratégia de
sequenciamento de genoma por shotgun Fonte: Staats et al. 2014.
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O sequenciamento vem sendo utilizado nas pesquisas com comunidades funcionais do
ecossistema do solo. Estudos realizados por Rondon et al. (2000) evidenciaram que o DNA
extraido diretamente do solo é uma valiosa fonte de novas informagfes genéticas e podem ser
acessadas utilizando bibliotecas metagendmicas, sendo um progresso significativo para a
compreensdo dos grupos funcionais de micro-organismos por meio da abordagem das
sequéncias genéticas.

Por meio da técnica de sequenciamento é possivel ter acesso a sequéncia de
nucleotideos de operons e genes que codificam vias metabdlicas completas (Daniel 2004). Os
genes de interesse passaram a ser clonados superexpressos, e a enzima pura utilizada no lugar
do micro-organismo original (Faoro 2010). Segundo Loman et al. (2013), sequéncias curtas
de DNA que contém genes no todo ou em parte, podem ser usados para identificar e
caracterizar os organismos e suas funcGes nos sistemas. Portanto, a analise feita por
metagenoma do ambiente solo favorece o estudo da diversidade de genes responsaveis pela

biossintese de antibioticos.

1.6 Hipdtese cientifica

a. Se através das técnicas de sequenciamento genémico e PCR quantitativo é possivel
determinar a quantidade dos grupos taxonémicos de bactérias com sequéncias homologas ao

do gene phzF na biossintese da fenazina nas amostras de solos rizosféricos.

b. Se alguns grupos de bactérias sendo estimuladas pelas raizes das plantas (soja e
feijdo) em solos TPA, apresentam maior quantidade do gene na biossintese (phzF) do

composto fenazina.
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1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo detectar quantitativamente o gene phzF na
biossintese do composto fenazina em amostras de solos rizosférico e ndo rizosférico de

plantas de soja e feijdo caupi cultivadas em solos de terra preta da Amazonia.

1.7.2 Objetivos especificos

1) Determinar a quantidade de sequéncias relacionadas ao gene phzF dos compostos
fenazinas em amostras de solos rizosféricos e ndo rizosféricos na cultura da soja em solos de
terra preta da Amazonia por meio do sequenciamento metagendmico e PCR quantitativo
(Capitulo 2).

2) Detectar o numero de copias dos genes 16S rRNA bacteriano e phzF e avaliar a
estrutura das comunidades bacterianas em solos rizosféricos e nao rizosféricos na cultura do

feijdo caupi em terra preta da Amazonia (Capitulo 3).
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Capitulo 2: Diversidade do gene phzF na biossintese de fenazina em solos rizosféricos de
Glycine max (L.) Merrill. cultivada em terra preta da Amazonia

RESUMO

Atualmente hd um grande interesse em conhecer a diversidade dos grupos funcionais
bacterianos da rizosfera, devido ao seu papel chave nesse ambiente em associacdo com as
plantas hospedeiras. Este trabalho apresenta a diversidade de grupos bacterianos, afiliados a
sequéncias do gene phzF na sintese do composto do Acido Fenazino-1-Carboxilico (PCA),
conhecido por possuir uma larga atividade de antibidtico. As amostras de solos estudadas
foram provenientes da rizosfera da soja e seu solo néo rizosférico (bulk soil), apds cultivo em
terra preta da Amazénia (TPA) coletadas em dois ambientes: floresta e solo agricola. As
analises foram realizadas por sequenciamento em larga escala e PCR quantitativo. Este foi
realizado para quantificar o nimero de copias do gene phzF utilizando o gene 16S rRNA
como padréo de comparacdo. As anotaces metagendmicas foram realizadas para cada tipo de
solo, considerando os ambientes dos quais foram coletados (floresta e solo agricola). As
sequéncias foram anotadas no banco de dados de proteinas (M5NR) do programa (MG-RAST
Metagenome Analysis), com base nas sequéncias do dominio Bactéria. Os resultados
indicaram um total de onze grupos bacterianos afiliados a sequéncias do gene phzF, sendo que
a diversidade foi maior para os solos coletados em ambiente de floresta. As analises tambéem
revelaram que, a abundancia das sequéncias do gene proveniente do ambiente floresta, foram
maiores nos solos ndo rizosféricos para 0s grupos taxonémicos: Alphaprotobactéria,
Actinobactéria e Gammaproteobactéria. Nas amostras de solos rizosféricos, a abundancia das
sequéncias foram maiores para os grupos Deltaproteobactéria, Betaproteobacatéria e
Thermomicrébia. No solo agricola a diversidade dos grupos Alphaproteobactéria e
Gammaproteobactéria foram maiores nas amostras rizosféricas. Evidenciou-se também que,
algumas classes de bactérias foram exclusivas para determinadas amostra de solo como,
Opitute para o Solos rizosféricos , Bacilli e Chloroflexi para solo bulk (floresta secundaria). O
emprego da técnica do sequenciamento metagendmico revelou que, a acdo das raizes das
plantas de soja tem efeito sobre grupos taxondmicos afiliados ao gene phzF assim como,
influéncia nos ambientes estudados. Na reacdo de PCR quantitativo a abundancia do namero
de cdpias dos genes estudados apresentaram resultados distintos para ambos os solos.

Palavras-chave: antibiotico, biossintese, sequenciamento metagendmico, PCR quantitativo.
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Chapter 2: Diversity of phzF gene in rhizosphere soils of Glycine max (L.) Merrill.

cultivated in Amazon Dark Earth

ABSTRACT

Currently there is great interest in learning about the diversity of functional bacterial
groups in the rhizosphere due to its key role in this environment in association with host
plants. This work presents the diversity of bacterial groups affiliated to sequences of the phzF
gene, related to the synthesis of the compound phenazine-1-carboxylic acid (PCA), known to
have a broad antibiotic activity. Rhizosphere and non-rhizosphere (bulk soils) samples were
studied from soybean harvesting in Amazon Dark Earth (ADE), which were collected in two
environments: secondary forest and pasture-agriculture. High-throughput sequencing and
quantitative PCR were used to study the diversity and frequency of the phzF gene, using the
bacterial 16S rRNA as a standard for comparison. The metagenomic annotation were
performed for each soil type, considering the environments of which were collected
(secondary forest and pasture-agriculture). The sequences were analyzed in the MG-RAST
server based on the M5NR protein database. The results indicated a total of eleven bacterial
groups affiliated to phzF gene, and the diversity was higher in soils collected in forest. The
analysis also revealed that the phzF gene abundance in forest was higher in non-rhizosphere
soils for the following taxonomic groups: Alphaproteobacteria, Actinobacteria and
Gammaproteobacteria. For the rhizosphere samples, the abundance of the sequences was
higher for Deltaproteobacteria, Betaproteobacateria and Thermomicrobia groups. In pasture-
agriculture soil, the diversity was higher in rhizosphere for Alphaproteobacteria and
Gammaproteobacteria, both when compared with samples from non-rhizosphere soil of each
environment. It was evident also that some classes were unique for each soil type, such as
Opitute for rhizosphere, Bacilli and Chloroflexi for non-rhizosphere soil (secondary forest).
The use of metagenomic sequencing revealed that the action of the soybean roots has an effect
on the phzF gene community structure, as well as influence in the studied area. The
quantitative PCR showed that the number of the genes studied was different in for both soils.

Key-words: antibiotic biosynthesis, large scale sequencing, quantitative PCR
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2.1 INTRODUCAO

As comunidades bacterianas de solos rizosféricos vém sendo bastante estudas, assim
como, sua funcionalidade nesse ambiente. Muitos grupos bacterianos possibilitam suas
aplicacbes como fornecedores de produtos naturais e material genético. No entanto, a
descoberta de novas funcbes e produtos derivados de culturas puras, vem diminuindo
significativamente devido a uma alta taxa de reisolamento de espécies ja conhecidas e esta
diretamente relacionada com a diminuicdo do nimero de novos organismos descritos (Faoro
2010).

As novas técnicas de sequenciamento genémico vém sendo utilizadas para analisar as
comunidades funcionais do ecossistema do solo. Sendo possivel acessar operons e genes que
codificam vias metabolicas completas (Daniel 2004). Segundo Loman et al. (2013),
sequéncias curtas de DNA que contém genes no todo ou em parte, podem ser usadas para
identificar e caracterizar os organismos de que sdo originarios e suas fungdes nos sistemas. Os
genes de interesse passaram a ser clonados superexpressos e a enzima pura, utilizada no lugar
do micro-organismo original (Faoro 2010). Portanto, as analises feitas por metagenoma do
ambiente solo, favorece o estudo da diversidade de genes responsaveis pela biossintese de
antibioticos, assim como suas fungdes e interagdes com 0s processos no ambiente da rizosfera
de planta.

Os compostos fenazinas sdo de origem natural e tém sido identificados em diversos
ambientes provenientes do metabolismo secundario de varios grupos bacterianos (Laursen
2004). Esses sdo biologicamente ativos e sintetizados principalmente por determinados
grupos bacterianos do solo. Dentro deste contexto, o presente trabalho estudou a diversidade
espacial do gene phzF sobre a influéncia das raizes de soja, utilizando a estratégia de
sequenciamento em larga escala e PCR quantitativo, relatando pela primeira vez a detec¢édo
do gene phzF em amostras de solos rizosféricos associados a rica diversidade do solo de terra

preta da Amazonia.
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O trabalho foi desenvolvido no Laboratdrio de Fitopatologia do Instituto Nacional de

Pesquisas da Amazbnia — INPA, Manaus - AM e no Laboratério de Biologia Celular e

Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo

(CENA) — USP. O fluxograma descreve as etapas realizadas nesse primeiro estudo (Figura

2.1).

Coletas das amostras
de solos

Experimento em
condigdes controladas
COM mMesocosmo
em casa-de-vegetacdo

Amplificagdo dos genes phzF e do
16S rRNA com primers especificos

Coleta das amostras de solos
rizosféricos e ndo rizosféricos

Purificacdo do
produto da PCR
Com Kit GFX™

—

Extracdo de DNA genémico

Quantificacdo do DNA (Qubit Life

das amostras —> Technologies)
de solos
Construcéo PCR quantitativo e Sequenciamento em larga Andlise dos dados
dacurva | = | analise dos dados escala (llumina MiSeq ) | b Metagenomic Rapid
padrdo Annotation v. 3 (MG-RAST)

Figura 2.1 — Fluxogramas das etapas desse estudo
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2.2.1 Area de estudo

A érea de coleta esta localizada no municipio de Iranduba — AM (Figura 2.2), a
area com terra preta esta no sitio Hatahara com localizacdo geogréfica 03°16°516°’S e

60°12°275”°0.

RIO PRETO DA EVA
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Figura 2.2 — Localizac¢do do municipio de Iranduba — AM. Fonte: SIGALAB-INPA

2.2.2 Coleta do solo

As coletas foram realizadas no ano de 2013 no Municipio do Iranduba — AM em dois
ambientes: floresta agricola sob uma tnica mancha de solo de TPA. Para cada ambiente foram
realizadas coletas em trés pontos com distancias de 15 m entre eles. De cada ponto foram
coletadas seis subamostras dos primeiros 20 cm do perfil do solo, utilizando tubos PVC de 20
cm de comprimento e 50 cm de didmetro com capacidade de 600 gramas (g) de solo

distanciado 1 m cada (Figura 2.3).
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1 m entre cada ponto

Amostras

Figura 2.3. Croqui da disposicéo da coleta das subamostras em cada ambiente

Desses mesmos pontos, também foram coletados trés amostras de 300 g em sacos
plasticos para analise quimica. As amostras foram transportadas em caixas térmicas com gelo

para o Laboratdrio de Biologia Celular e Molecular onde foram mantidos em camara fria.

2.2.3 Experimento de mesocosmo em casa de vegetacao

O experimento foi conduzido no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA-
USP, Piracicaba, SP. As seis subamostras de solo referentes aos pontos de cada area foram
homogeneizadas em amostra composta e distribuida em cinco vasos com capacidade de 1 kg
cada, contendo uma camada de seixo no fundo para facilitar a drenagem da agua. Para o solo
ndo rizosférico (solo bulk) foram preparados seis vasos também com TPA. As sementes de
soja Glycine max (L.) Merrill (variedade BR 394) foram cedidas pela Embrapa Dourados —
MS e passaram por assepsia por imersdo total em alcool 70% durante 10 minutos. Em
seguida, foram lavadas com agua milliQ e secas sobre papel toalha. Para cada vaso foram
semeadas cinco sementes e aos 18 dias apds a germinacdo foi realizado desbaste deixando
apenas duas plantas por vaso. Os vasos contendo o solo controle foram mantidos sem planta.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dois tratamentos e seis
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repeticdes; o experimento foi mantido em casa de vegetacdo e diariamente foi irrigado com
agua deionizada.

Aos 45 dias apos a semeadura, procedeu-se a coleta dos solos rizosféricos das plantas
e de amostras dos vasos, controle ndo rizosférico (solo bulk) da seguinte maneira: a parte
aérea das plantas foram excisadas e as raizes retiradas e batidas em sacos plasticos para retirar
o excesso de solo. Em seguida, com o auxilio de um pincel de cerdas firmes e previamente
autoclavado, o solo aderido a raiz foi retirado cuidadosamente e pesado; 0,25 g de solo foi
armazenado em tubos eppendorf de 2 ml e mantidos a -20 °C em freezer até o momento da

extracao do DNA.

2.2.4 Anédlises quimicas do solo

As andlises dos atributos quimicos dos solos sob os diferentes ambientes estudados
foram analisadas anteriormente a instalacio do experimento com mesocosmo. Foram
coletadas trés amostras de cada area (floresta e solo agricola) e encaminhadas ao laboratorio
do Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz -
ESALQ, Piracicaba-SP.

As amostras foram analisadas em triplicata, em relacdo a teores de Fdsforo (P),
calcio (Ca), aluminio (Al), potencial de acidez (H+Al) matéria organica (MQO) e soma de
bases trocavéis (SB), de acordo com métodos descritos no Manual de analise quimica para
avaliacdo da fertilidade de solos tropicais, (IAC, 2001 e Manual de métodos de analise de solo
EMBRAPA. 22 edicdo, 1997).

2.2.5 Analises moleculares

As analises moleculares do presente trabalho foram realizadas no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade
de Séo Paulo, CENA/USP, Piracicaba-SP.

2.2.6 Extracdo de DNA gendmico das amostras de solos

Para extracdo do DNA foram escolhidos de forma aleatoria trés vasos com solo dos

ambientes floresta e solo agricola, sendo trés com plantas (Solos rizosféricos) e trés sem
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plantas (solo ndo rizosférico) dos quais foram extraidas as amostras em triplicata, utilizando-
se o Kit Power lyzie DNA ExtractionTM (MoBio, Carlsbad, CA). Em microtubo com esferas
de vidro foi adicionado 0,25 g de solo, agitado levemente no vortex para homogeneizacéo das
amostras. Em seguida, o0 DNA foi extraido de acordo com as instrucdes fornecidas pelo
fabricante. A qualidade da extracdo e integridade do DNA foi verificada em gel de agarose
1% (p.v) em tampdo TSB 1x (Brody e Kern 2004), corado com GelRed™ (Biotium) (1,5 pL
50 mL™ de gel), carregado com 1pL do DNA adicionado de 1 pL de tampéo de carregamento
(0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicose). Como padrdo de tamanhos de banda de
DNA utilizou-se Low DNA Mass ladder (Invitrogen). Apds 30 minutos de eletroforese a 80
Volts, os géis foram observados sob luz ultravioleta e registrados em transiluminador L.PIX

(Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo — SP).

2.2.7 Sequenciamento metagendmico “shotgun”

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas no fluorimetro Qubit (Life
Technologies). Assim, foram preparadas trés amostras de solo para cada tipo de ambiente:
rizosférico, ndo rizosférico, floresta, e agricola, totalizando doze amostras. Para o preparo das
amostras foi utilizado o Kit Nextera® XT DNA V2 Sample Preparation que foram
sequenciadas no llumina MiSeq (500 x 250 pb). As sequéncias obtidas foram anotadas
utilizando o software Metagenomic Rapid Annotation v.3 (MG-RAST) (Meyer et al. 2008).
Os perfis taxondmicos e metabdlicos foram gerados utilizando uma matriz normalizada das
sequéncias, que obtiveram afiliacdo com o banco de dados de anotacdo de proteinas M5NR.
Uma tabela de frequéncia de hits filogenéticos relativo ao gene phzF na biossintese das

fenazinas foi gerada para cada amostra.

2.2.8 PCR quantitativo (QPCR)

As analises de PCR quantitativo foram realizadas com o objetivo de quantificar o
nimero de copias do gene 16S rRNA bacteriano e do gene phzF da via biossintética do Acido

Fenazino-1-Carboxilico (PCA) presente nas amostras de solos dos ambientes floresta e solo
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agricola de terra preta da Amazbdnia. As reacGes foram realizadas no equipamento
StepOnePlus™ Real Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando o sistema SYBR®
Green-Based TR-PRC Systems Reagentes Kit (Fermentas Brasil). Para a construgdo da curva

padrao foram utilizados DNAs gendmicos das bactérias padrdes descritas na Tabela 1.

Tabela 1- Micro-organismos utilizados como controle positivo para construcdo da curva padréao.

Isolado Origem/hospedeiro Descricao Referéncia
Trevisan (1889);
99 DSMz Pseudomonas putida Migula (1895)
PHZ24 Tomate-Franga Pseudomonas chlororaphis Schoonbeek et al. (2002)

O produto de PCR do controle positivo foi purificado com Kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification (GE Healthcare) e quantificado no espectrofotémetro modelo ND-2000
(Nanodrop Technologies, Walthan, EUA) para calcular o nmero de cépias de genes em pL™
com base no niumero de pares de bases. As curvas padrdo foram construidas com 10 diluigdes
em série 10" a 10™. Os pontos utilizados para reagdo foram 10% 10% 10* 10° e 10% A
amplificacdo das amostras de solos e da curva padrdo foi ampliada por PCR quantitativo em
triplicatas (réplicas técnicas) para avaliar a confiabilidade da quantificacéo.

A reacdo de amplificacdo para o gene 16S rRNA bacteriano foi realizada utilizando os
primers universais para o dominio Bactéria U968F e R1387, os quais, geram um fragmento de
aproximadamente 400 pb (Heuer et al. 1997). E para amplificacdo do gene PhzF utilizou-se
os primers Ps_upl e Ps_lowl, os quais geram um fragmento de 427 pb (Tabela 2). As reac6es
de PCR quantitativo foram realizadas em um volume total de 10 uL, contendo 5 pL Kit
SYBR Green Rox qPCR (Fermentas Brasil), 1,0 uL de cada primer a (5 pmol) 2 pL de dgua
do Kit SYBR Green e 1 uL do produto purificado 50 ng e o DNA total do solo. As condicGes
de amplificacdo do gene 16S rRNA foram 5 minutos a 95 °C, 30 segundos a 95 °C, 45
segundos a 56 °C, 1 minuto a 72 °C e 35 ciclos de 72 °C por 7 minutos. Para o gene phzF
foram otimizadas as seguintes condicdes: 4 minutos a 94 °C, 1 minuto a 94 °C, 30 segundo a
62 °C, 45 segundos a 72 °C, 10 minutos a 72 °C.
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Tabela 2- Primers utilizados nas reacdes PCR quantitativo em tempo real na amplificacdo parcial do gene 16S
rRNA bacteriano (U968F e R1387) e do gene fenazina (Ps_upl e Ps_lowl).

Fragmento Temperatura de

Primers Sequéncias (5" - 3") (pb) Melting (°C) Referéncia
U968F AACGCGAAGAACCTTAC
R1387 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG ~400 56 Heuer et al (1997)
Ps_upl ATCTTCACCCCGGTCAACG
Ps_lowl CCRTAGGCCGGTGAGAAC ~427 62 Mavrodi et al (2010)

2.2.9 Andlises estatisticas

Foram realizadas analises de variancia (ANOVA) dos atributos quimicos e
moleculares do solo através do software ASSISTAT 7.6 (Silva 1996). A analise de
comparacdo de médias foi pelo Teste de Tukey. Para os dados de PCR quantitativo quando
necessario foram transformados para log’® e as sequéncias geradas pelo sequenciamento

foram transformadas em abundancia relativa.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Analise quimica do solo

Os resultados das analises quimicas dos solos de floresta e solo agricola mostraram

que nao diferiram estatisticamente entre si em nenhum dos atributos quimicos.

Tabela 3. Anlise quimica dos solos de dois ambientes de Terra Preta da Amazénia — TPA.

Ambientes Atributos quimicos

pH MO P Ca Al H+Al SB CTC
Floresta 55+0,72  37,5+la  456,6+60a 83,1t+11.8a 1tla 32t1a 94,7¢7,2a 126,6%1,7a
secundaria (*1,04%) (*6,13%) (*7,22%)  (*4,83%)  (*0,00%) (*5,41%) (*5,55%) (*2,80%)

5,2+0,26a 41,6+25a 318%1,5a  61,3+2,0a 1+1a 47+1,7a 73+0.53a  120+2,3a

Solo agricola (*1,92%) (*7,71%) (*31,86%) (*15,50%) (*0,00%) (*10,64%) (*13,25%) (*10,69%)
Célcio (Ca), Aluminio (Al), Potencial de acidez (H+Al), soma de bases (SB) e capacidade de troca catiénica (CTC) sdo
representados em mmolc dm; matéria organica (MO) em g dm™; o fésforo (P) em mg dm™. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey (p < 0,05) com desvio padréo e *coeficiente de variancia.
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O pH do solo do ambiente floresta foi ligeiramente mais elevado em relacdo ao solo
do ambiente agricola, isso pode estar relacionado a queima da vegetacdo florestal original
realizada pelas comunidades antigas para viabilizar a atividade agricola realizada
anteriormente. O processo de queima, promove a entrada de cations permutaveis das
cinzas para 0 solo elevando o aumento dos niveis de pH como citado por Cenciani et al.
(2009).

2.3.2 Extracao de DNA gendmico dos solos

As extracOes de DNA gendmico das amostras de solos foram realizadas e sua
qualidade foi verificada em gel de agarose 1%, apresentando boa qualidade. Foi
utilizado como padrdo de peso molecular o total de 2 uL de Low mass DNA Ladder
(Invitrogen, Brasil) (Figura 2.4).

Solos rizosféricos Solo néo rizosféricos

Figura 2.4 - Gel resultante da extracdo do DNA gendmico de amostras de solos da soja PM:
padrdo de peso molecular 100 pb DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies)

2.3.3 Analises das sequéncias

Os resultados deste estudo foram baseados em seguimentos gerados pelo
sequenciamento do DNA extraido de amostras de solos da rizosfera de plantas de soja
cultivadas em TPA e de solo bulk coletado em vasos-testemunha sem o cultivo de plantas. A
finalidade foi estudar a diversidade do gene phzF a partir de anotacdo do banco de dados de
proteinas. A abordagem das analises filogenéticas das bibliotecas demostraram que todas as
sequéncias foram afiliadas ao dominio Bactéria, determinando grupos predominantes para

cada tipo de solo.
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Os resultados apresentaram 12 milhdes de sequéncias, dos quais aproximadamente
42% anotadas no banco de dados do MG-RAST, sendo classificadas para o dominio Bactéria
(95%), Eukarya (3%) e Archaea (2%). Quando utilizado o software do MG-RAST para
analises taxondmicas do dominio Bactéria no banco de proteinas, a andlise revelou 17% de
bactérias com a presenca do gene phzF. Observou-se um total de 283.112 de sequéncias para
as amostras de solos rizosféricos e 469.317 sequéncias para nao rizosféricos, provenientes do
ambiente floresta secundéria. Para o ambiente solo agricola, os nimeros de sequéncias foram

de 61.119 para solos rizosféricos e 20.672 para 0s solos ndo rizosféricos.

2.3.4 Composicao dos grupos taxonémicos

Comparando a diversidade dos grupos bacterianos associados ao gene phzF da
biossintese entre as duas areas de coleta, observou-se que o ambiente floresta foi mais diverso
que o solo agricola, caracterizando uma maior estabilidade desse ambiente. Nas amostras de
solos da floresta os grupos taxonémicos foram diferentes para as duas amostras de solos
(rizosféricos e ndo rizosfericos). As sequéncias do gene phzF da biossintese nos solos
rizosféricos foram maiores para 0S grupos, Actinobactéria, Flavobacteéria,
Deltaproteobactéria, Betaproteobacatéria, Thermomicrobia, Unassigned e Opitutae. Nos
solos ndo rizosféricos foram maiores nos grupos Alphaproteobacteria, Gamoproteobacteria,
Bacilli e Chloroflexi (Figura 2.5). Observou-se também que alguns grupos foram exclusivos
para cada amostra de solo tais como, Opitute para os solos rizosféricos, Bacilli e Chloroflexi
para 0s solos ndo rizosfericos.

Para amostras do ambiente solo agricola as sequéncias do gene phzF foram maiores
nas amostras de solos rizosféricos para 0s grupos Actinobactéria, Flavobactéria,
Alphaproteobactéria, Gammaproteobactéria, Betaproteobacatéria e no ndo rizosférico para
0s grupos Thermomicrobia, Deltaproteobactéria e Actinobactéria (Figura 2.6).

De modo geral, os solos provenientes dos ambientes floresta e agricola, e 0 manejo
destes com cultivo de soja influenciaram na composicdo da comunidade bacteriana dos solos
de TPA. De acordo com Nusslein e Tiedje (1999); Buckley et al. (2006); Cenciana et al.
(2009) o tipo de solo, 0 manejo e as espécies de plantas alteram as comunidades bacterinas no

solo.
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Flavobacteria

Actinobacteria
Chloroflexi

Thermomicrobia
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Alphaproteobacteria

Classe do dominio
Bacteria de amostras
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Figura 2.5 - Frequéncias dos grupos taxonémicos de dominio Bactéria associadas ao gene da biossintese da fenazinas phzF

classificados pelo banco de dados de anotagcdo de proteinas M5NR em amostras e solos rizosféricos e ndo rizosféricos da
soja do ambiente floresta
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0 solo rizosférico @ Solo nao rizosférico

Figura 2.6 - Frequéncias dos grupos taxonémicos de dominio Bactéria associadas ao gene da biossintese da fenazinas phzF,
classificadas pelo banco de dados de anotacéo de proteinas M5NR em amostras e solos rizosféricos e ndo rizosféricos
da soja do ambiente agricola.
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2.3.5 Abundancias relativas as sequéncias para 0s grupos taxondémicos

O resultado da anélise de sequenciamento identificou um total de 11 grupos do
dominio Bactéria, os quais foram anotados a partir de sequéncias do banco de dados de
proteinas M5NR (http://www.metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Analysis), para

0 gene phzF (Tabela 4). Os grupos dominantes em todas as amostras analisadas foram:
Actinobactéria, Alphaproteobactéria. Thermomicrobia, Alphaproteobactéria,
Betaproteobactéria, Deltaproteobactéria e Gammaproteobactéria. Os grupos Flavobactéria,
Chloroflexi, Opitutae e Bacilli foram também associados ao gene biossintese phzF nas
amostras analisadas. Os grupos taxondmicos ndo diferiram estatisticamente entre si.

Em relacdo a diversidade dos grupos bacterianos, os resultados obtidos neste trabalho
corroboram com os encontrados pelos autores Kim et al. (2007); Navarrete et al. (2010) e
Cannavan (2011). Estes autores estudaram amostras de solos de TPA e observaram que o filo
Proteobactéria representou dominancia, incluindo as classes Alphaproteobactéria,
Betaproteobactéria, Deltaproteobactéria e Gammaproteobactéria. Segundo eles, esses grupos
podem ser encontrados tanto nos solos como em associacdo com as raizes das plantas. Estudo
realizado por Mendes et al. (2014), através de sequenciamento genémico de amostras de solos
rizosféricos da planta soja, evidenciaram um elevado nimero das sequéncias para o filo
Proteobactéria seguido de Actinobactéria, representando maior percentual de sequéncias
analisadas. As frequéncias destes grupos taxondmicos também foram encontradas em solos
rizosféricos de arroz como as Proteobactérias, representando 44% e 50%, Actinobactéria e
Betaproteobacatéria maior do que 4% (Spence et al. 2014), levando a sugerir que estes
grupos possam ser mais abundantes na rizosfera.

As Proteobactérias de modo geral, apresentam crescimento rapido e utilizam uma
gama de substratos derivados de carbono para seu metabolismo (Philippot et al. 2013). Outro
fator a ser considerado é que o ambiente da rizosfera apresenta-se com caracteristicas
quimicas adequadas para o crescimento destes grupos de micro-organismos. Além do mais,
alguns géneros bacterianos pertencentes ao filo Proteobactéria estdo intimamente
relacionados com as leguminosas e algumas espécies com potencial de fixar nitrogénio,
degradar compostos aromaticos, reciclar matéria organica e produzir metabdlitos secundarios
(Sprent 2001; Anderson et al. 2011).


http://www.metagenomics.anl.gov/metagenomics.cgi?page=Analysis
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Por isso, estudos evidenciam uma maior frequéncia desse grupo nos solos
agriculturaveis (Raaijmakers et al. 1997; Rodriguez e Fraga 1999; Malboobi et al. 2009;
Kuramae et al. 2011). Neste sentido, a diversidade de bactérias capazes de sintetizar fenazina
tem sido documentada em diversos trabalhos, principalmente entre as linhagens Gram-
positivas e em Proteobacteria Gram-negativa (Chin-A-Woeng et al. 1998; Beiffus e Tietze
2005; Pricee e Dietrich 2006; Mavrodi et al. 2006). Portanto, os grupos do filo Proteobactéria
tém uma ampla diversidade de bactérias incluindo espécies dos géneros Pseudomonas e
Burkhrolderia com grande potencial para uso benéfico na agricultura, principalmente, para

biocontrole de fitopatdgenos (Rudramurthy et al. 2011).

Tabela 4 Abundancia das classes bacterianas encontradas em solos rizosféricos e ndo rizosféricos em plantas de
soja cultivadas em casa de vegetacdo em vasos contendo solo coletado dos ambientes: floresta e solo
agricola em uma area de terra preta da Amazonia. As sequéncias obtidas foram classificadas pelo banco de
proteinas M5NR

Grupos afiliados ao gene Floresta Solo agricola
phzF da biossintese Solos ndo

Solos rizosféricos rizosféricos Solos rizosféricos  Solos ndo rizosféricos
Actinobactéria 18,36+16,2a 22,76+20,13a 13,6+9,5a 29,51+26,5a
Flavobactéria 0,56+0,31a 0,24+ 0,17a 1,09+0,75 -
Chloroflexi - 0,64+ 0,55a - -
Thermomicrobia 6,52+2,24a 5,4+1,95a 5,49+3,18a 2,91+1,34a
Alphaproteobactéria 27,88+13,4a 33,3+6,27a 23,1+20,2a 5,941, 78a
Betaproteobactéria 6.45+1,88a 2,9+1,34a 1,34+0,78a 4,7+2,3a
Deltaproteobactéria 7,09+3,81a 5,2+0,84a 1,0+0,69a 2,7+1,8a
Gammaproteobactéria 1,47 +0,97a 3,2+1,64a 2,7+1.02a 1,3+0,69a
Opitutae 0,56+0,31a - - -
Unassigned 3,14+1,59 - 0,2+0,3 2,1+3,73
Bacilli - 0,01+0,03a - -

As analises estatisticas foram realizadas separadamente para cada grupo taxondmico entre as médias de cada solo
(rizosférico e ndo rizosférico), considerando cada ambiente. Os valores nas colunas seguidas das mesmas letras nédo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05) com desvio padrao.

Estudos demonstram que a classe Actinobactéria, e as classes do filo
Proeteobactéria: Betaproteobactéria e Gammaproteobactéria apresentam espécies com
potencial para produzir fenazinas e outros compostos em ambientes naturais. Dentre estas,
espécies do género Streptomyces produzem fenazinas ndo citotoxicas com potencial para

compostos anticancerigenos e anti-inflamatorios (Laursen e Nielsen 2004).
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Os géneros Pseudomonas produzem o PCA e outras fenazinas com potencial de
biocontrole (Turner e Messenger 1986; Mavrodi et al. 2006; Mendes 2011). A afiliacdo das
sequéncias do gene phzF para estas classes oportuniza estudos especificos para identificar
espécies produtoras do antibidtico fenazinas, até o momento ndo identificadas em amostras de
solos rizosféricos de TPA.

De modo geral, foi possivel detectar a dindmica da frequéncia do gene biossintese
phzF do composto fenazina nos grupos taxondmicos nas amostras de solos no ambiente da
rizosfera de plantas cultivadas em solo de TPA. A abordagem genética da frequéncia do gene
phzF em amostras de solos rizosféricos, possibilita condigdes de estudar grupos bacterianos
produtores de fenazinas por meio da otimizacdo de tecnicas para identificar e isolar
produtores phz+ da fenazina. Além disto, genes da biossintese de compostos naturais podem
ser utilizados na clonagem e expressdo génica. Levando em consideragdo que ha grande
atividade metabdlica dos grupos bacterianos presentes nas raizes das plantas a intensificacao

dos estudos faz-se necessario.

2.3.6 As reagdes do PCR gquantitativo

A utilizacdo da técnica de PCR quantitativo foi bastante precisa permitindo
quantificar nimero de cépias do gene phzF na biossintese da fenazina nas amostras de
solos analisadas (rizosféricos e ndo rizosféricos); além disso, foi possivel comparar a

comunidade bacteriana total, por meio da quantificacdo do gene 16S rRNA bacteriano.

2.3.7 Construcao da curva padrao

As reacdes de PCR realizadas com os primers do gene 16S rRNA bacteriano (U968F e
R1387) e do gene fenazina ( Ps_upl e Ps_lowl) X e Y dos controles positivos P. putida e P.
chlororaphis resultaram em fragmentos de tamanho 400 e 427 pb conforme o esperado
(Heuer et al. 1997; Mavrodi et al. 2010) (Figura 2.7).



35

2000pb

000ph
20088 1.200pb
30000 800pb

00p

D.

100pb
p 400pb

200pb

100pb

Figura 2.7 — Eletroforese em gel de agarose (1%) com produtos da amplificacdo do gene dos controles positivos
Psudomonas putida e P. chlororaphis utilizando os primers (U968F e R1387) e ( Ps_upl e Ps_low1l)
para os genes 16s rRNA bacteriano (A) e phzF (B) estudados, PM: padrdo de peso molecular 100 pb
DNA Mass Ladder™ (Invitrogen Life Technologies) (B) e phzF PM: marcador Low DNA Mass
Ladder no controle positivo para construcdo da curva padréo.

Para a quantificacdo dos genes phzF e 16S rRNA nas amostras de solos, as dilui¢bes
da curva padrdo e a temperatura de desnaturacdo Melting apresentaram o coeficiente de

correlacdo adequada ao uso para curva de calibracdo, os valores estdo descritos na (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores da curva de Melting amplificacdo dos genes nas amostras de solos obtidos pela
anélise das reacBes do PCR quantitativo com os primers para dominio Bactéria e o gene da phzF da
biossintese da fenazina.

TM (°C) da curva padréo

Gene Correlagio (R%) Eficiéncia (%) (média)
16S rRNA 0,994 91 94,49
phzF 0,991 92 89,49

As analises de amplificacdo das amostras foram verificadas por meio de avaliacdo da
curva de melting. Segundo Ririe et al. (1997), a curva de melting € capaz de diferenciar
fragmentos do mesmo tamanho, contudo com formacéo de bases nucleotidicas diversas. Para
as reagbes desse estudo, foram feitas diluicdes seriadas 10'° a 10* copias do gene pL™,
entretanto, foram utilizadas as diluicdes de 10° a 10 nas reagdes, utilizando trés repeticdes
para cada ponto da curva (réplicas técnicas). E possivel notar que a otimizacdo parametro da
técnica de PCR quantitativo foi eficiente, permitindo discriminar a abundancia dos genes 16S

rRNA bacteriano e do phzF entre as amostras.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003269796999169
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2.3.8 PCR quantitativa do gene 16S rRNA das amostras de solos

O numero meédio de cdpias do gene 16S rRNA encontrado no solo da rizosfera de soja
cultivada em solos coletados do ambiente de floresta foi de 1,43 vezes maior (2,57 x 109 cdpias.g
solo-1) que o encontrado no solo bulk dos vasos sem a soja (1,8 x 109 cdpias.g de solo-1) (Figura
2.8) ndo sendo estatisticamente significativa pelo Teste de Tukey (p > 0,05). Os resultados
indicam também que, o ambiente floresta quanto comparado com o de agricola, apresentou maior
namero de copias do gene 16s rRNA bacteriano para os dois tratamentos (Solos rizosféricos e ndo
rizosférico). Sugerindo que, a diversidade vegetal do ambiente floresta proporcionou a abundéancia
de bactérias.

4,00E+09

3,50E+09

3,00E+09 T

2,50E+09

m Solos rizoféricos

2,00E+09

Solos nao rizosféricos
1,50E+09

—

rRNA por grama de solo

1,00E+09

5,00E+08 —

Numero medio de cdpias do gene 16S

0,00E+00 . .
Floresta Agricola

Figura 2.8. Numero médio de cépias do gene 16s rRNA bacteriano determinado por PCR
guantitativo. As amostras referem-se a solos rizosféricos de soja cultivada em solos de
terra preta da Amazédnia coletado em érea de (floresta e agricola). Barras na vertical
representam erro padréo.

Para o solo coletado em area agricola, apesar do nimero de cdpias do gene 16S rRNA
ter sido 1,95 vezes maior no rizosférico (1,45x109 cépias.g de solo™) comparando-se com o
ndo rizosférico (7,45x108 copias. g de solo-1), eles ndo diferiram estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey (p > 0,05). Observa-se que, para 0s solos dos dois ambientes (floresta e
agricola), apo6s cultivo da soja, houve maior nimero de coOpias do gene bacteriano nas

amostras de solos rizosféricos, visto que, essa abundancia esteja relacionada a determinados
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grupos associados com as raizes da soja. Além disso, a rizosfera é um microambiente
favoravel para determinados grupos bacterianos presentes no solo. Também, bactérias gram-
positivas e gram-negativas que estdo associadas as raizes tém o papel de decompor matéria
orgéanica complexa e moléculas organicas de baixo peso molecular (Kramer et al. 2006).
Segundo (Lange et al. 2014), quanto maior a diversidade de plantas maior a diversidade de
grupos bacterianos funcionais. Muitos desses grupos, presentes na rizosfera exercem um papel

primordial nesse ambiente, como os que atuam na defesa das plantas.

2.3.9 PCR quantitativo do gene phzF na biossintese

As analises de PCR quantitativo para 0 gene na biossintese do antibidtico fenazina
phzF das amostras de solo coletado da rizosfera de soja cultivada em solo coletado na area de
floresta resultou 1,02 vezes mais (2,39x10* copias.g solo™) em relacéo ao solo bulk (2,33x10*
copias.g solo™). Ambos os dados ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, porém é
possivel observar um maior nimero de copias do gene no ambiente da rizosfera, sugerindo
estar relacionados com a diversidade de espécies dos grupos bacterianos presentes no solo sob
a influéncia das raizes. Para as amostras coletadas em areas de solo agricola, apesar dos solos
ndo rizosfericos (solo bulk) ter apresentado 2,32 vezes mais copias do gene fenazina
(1,79x10° copias.g solo™) em relacdo aos solos rizosféricos (7,73x10* copias.g solo™) (Figura
2.9), a analise da variancia mostrou que os dois ndo diferiram estatisticamente entre si.
Considera-se que o elevado numero de copias do gene nos solos ndo rizosféricos possa estar

relacionado a um determinado grupo bacteriano presente nesse ambiente.
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Figura 2.9. NUimero médio de coOpias do gene phzF determinado por PCR quantitativo. As
amostras referem-se a solos rizosféricos e nédo rizosféricos de soja cultivada em solo
de erra preta da Amazonia coletado em area de (floresta e agricola). Barras na vertical
representam erro padréo.

O solo de TPA tem sido material de estudo dos pesquisadores pela sua elevada
diversidade microbiana. Os resultados deste estudo demostraram a diversidade de grupos
bacterianos presente nos solos dos ambientes tanto de floresta como de agricola. Esta
diversidade também se apresenta na rizosfera da planta soja, sugerindo que estes grupos
possam ser estudados com o objetivo de isolar espécies bacterianas com potencial para
producdo do composto fenazina. Este trabalho tem sua importidncia na caracaterizacao da
dinamica e distribuigdo espacial do gene phzF entre os solos rizosféricos e ndo rizosférico de

ambientes distintos .

2.4 Conclusoes

Os resultados desse estudo demostraram o potencial das analises moleculares, uma
abordagem independente de cultivo para a detec¢do de biomoléculas de ambientes naturais
com potencial biotecnol6gico. Com base na caracterizacdo dos atributos quimicos, ndo foram
observadas alteracdes nos solos dos ambientes: floresta e agricola. A analise metagendmica
revelou que, a afiliacdo das sequéncias do gene biossintese phzF foram distintas entre o0s

grupos taxondmicos para 0s solos rizosféricos e ndo rizosféricos da soja para ambos
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ambientes estudados (floresta e agricola). Pela andlise do PCR quantitativo foi possivel
detectar e determinar o numero de copias dos genes 16S rRNA bacteriano e phzF, permitindo
observar diferencas numéricas entres 0s solos. Os resultados obtidos pelas técnicas de
sequenciamento metagenémico e PCR quantitativo revelaram que a presenca do cultivo de
soja e 0s ambientes estudados influenciaram na composi¢do dos grupos taxondmicos de

bactérias e na presenca do gene phzF.
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Capitulo 3: Deteccdo do gene phzF na biossintese e estrutura da comunidade bacteriana
em Solos rizosféricos de feijao caupi [Vigna unguiculata (L.) Wald] cultivado em terra
preta da Amazonia (TPA)

RESUMO

No ambiente da rizosfera hd uma grande diversidade de grupos bacterianos funcionais
envolvidos no desenvolvimento das plantas. A compreensdo da estrutura do perfil das
comunidades bacterianas presentes nesse ecossistema é de grande importancia para a ecologia
microbiana, assim como o estudo das variagdes dessas comunidades do ambiente em solos
agricolas e também, em interacdo com as plantas. O presente estudo teve como objetivo
detectar, quantificar os genes phzF da biossintese e 16S rRNA bacteriano e avaliar a estrutura
das comunidades bacterianas em solos rizosféricos e néo rizosfericos do feijao caupi cultivado
em TPA coletados de dois ambientes (floresta e agricola). Para tanto, foram utilizadas as
técnicas de PCR quantitativo para quantificar o nimero de copias do gene phzF e 16S rRNA e
a de T-RFLP para estudar o perfil das comunidade bacterianas. Os resultados das analises
demonstraram que, a quantidade do gene phzF foi maior nas amostras de solos rizosféricos
quando comparados a solos ndo rizosféricos (bulk). Porém, a quantidade do gene phzF entre
as amostras ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para o gene 16S rRNA bacteriano as amostras de solos ndo rizosféricos apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos solos rizosféricos. Os resultados do T-RFLP
revelaram que as estruturas das comunidades bacterianas em solos rizosféricos de feijdo caupi
foram distintas, quando comparados com os solos ndo rizosféricos. Os resultados confirmam
que a interacdo entre planta e esses micro-organismos, e o tipo de solo contribuem para uma
maior diversidade bacteriana no ambiente. Este estudo foi de grande importancia na detec¢éo
do gene phzF na rizosfera, pois ira contribuir de forma significativa na compreensdo da
evolucao da bioprospeccdo de compostos naturais para utilizacdo no controle biolégico.

Palavras-chave: rizosfera, PCR quantitativo, T-RFLP, comunidades bacterianas, solo

tropical.
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Chapter 3: Detection of phzF biosynthesis gene and bacterial community structure
in rhizosphere soil of cowpea [Vigna unguiculata (L.) Wald] in Amazonian Dark
Earth

ABSTRACT

In the rhizosphere environment there is a wide variety of bacterial genes involved in plant
development. Understanding the structure of the bacterial communities present in this
ecosystem is of great importance for microbial ecology, as well as the study of variations of
the environment of these communities in agricultural soils. The present study aimed to detect
the abundance of 16S rRNA and phzF genes, and evaluate the structure of bacterial
communities in the rhizosphere and non-rhizosphere soil from Amazon Dark Earth under
cowpea cultivation collected from two environments (forest and agricultural soil). For this
purpose, quantitative PCR was used to quantify the number of gene copies and T-RFLP was
used to study the structure of the bacterial community. The amount of phzF gene was higher
in rhizosphere soil samples when compared to non-rhizosphere, although there were no
statistical differences between environments. For the 16S rRNA gene, non-rhizosphere soils
(without influence of plant roots) showed significant differences from the rhizosphere soils.
The results of T-RFLP revealed that the bacterial community structure in rhizosphere of
cowpea was different when compared to non-rhizospheric soil. These results confirm that the
interaction of plant-microorganisms and soil type contribute to shaping the microbial
community. This study was of great importance in detecting phzF gene in rhizosphere,
leading to significantly contribution to the study of evolution of bioprospecting of natural
compounds.

Key worlds: rhizosphere, quantitative PCR, T-RFLP, bacterial community, tropical soil,
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3 INTRODUCAO

As bactérias tém um papel de grande relevancia principalmente na producdo de
alguns compostos, que sdo utilizados na industria farmacéutica, alimenticia e na agroindustria.
O sucesso dos processos biotecnoldgicos esta diretamente relacionado a diversidade destes
micro-organismos e das moléculas que elas produzem como resultado dos metabolismos
primario e secundario (Hunter-Cevera 1998).

Os compostos secundarios estdo presentes na natureza principalmente em plantas e
micro-organismos. O estudo de compostos provenientes do metabolismo secundério de
micro-organismos presentes em amostras ambientais vem aumentado devido ao avango das
ferramentas moleculares. O ambiente do solo € um grande reservatorio de genes bacterianos
especificos para determinadas fungdes como, por exemplo, para os ciclos do nitrogénio e do
carbono, genes responsaveis pela sintese de processos de degradacdo e compostos
secundarios. Alguns desses genes sdo expressos mediante a interacdo de micro-organismos e
plantas, que podem ser uma grande fonte de metabolitos bioativos.

O composto secundério fenazina, produzido por bactérias, € um composto
heterociclico nitrogenado e pigmentado. Possui uma ampla atividade de antibidtico contra
células de bactérias, fungos e animais. Os antibidticos Piocianina (PYO), Fenazina-1-
carboxamida (PCN), 1-Hidroxifenazina, 2-Hidroxifenazina-1- 4&cido carboxilico, 2-
hidroxifenazina; 1,6-Dihidroxifenazina 5, 10-N-Didxido (lodina), D-Alanil-acido
griseolutéico (AGA) e Fenazina-1-acido carboxilico (PCA) sdo exemplos de fenazinas de
origem bacteriana (Laursen e Nielsen 2004; Smirnov e Kiprianova 1990; Gessard 1882).

Através das andlises utilizadas neste estudo foi possivel quantificar os genes phzF e
16S rRNA, além de determinar o perfil molecular das comunidades bacterianas. Esta pesquisa
tem sua importancia por fornecer informag6es do papel da comunidade funcional bacteriana
em amostras de solos rizosféricos e ndo rizosféricos do feijao caupi cultivado em terra preta
da Amazénia (TPA).
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3.1 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fitopatologia do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia — INPA, Manaus - AM e no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo

(CENA) USP O fluxograma descreve as etapas realizadas nesse segundo estudo (Figura 3.1).

Coletas das amostras
de solos

Experimento em
condigdes controladas
€OM Mesocosmo
em casa-de-vegetacdo

Coleta das amostras de solos
rizosféricos e ndo rizosféricos

Amplificacio dos genes phzF e do Extragdo de DNA gendmico Amplificagdo do gene
16S rRNA com primers especificos das amostras 16S rRNA de Bacteria como primer

para andlise de PCR quantitativo de solos marcado anélise por T-RFLP

-

Purificagdo do Construcio PCR quantitativo e Purificagéo dos Analises dos dados pelo
produto da PCR  |mmmp| dacurva | == | anélise dos dados fragmentos (Kit GFXTM ) |™=*| programa o programa Peak
Com Kit GFX™ padréo Scanner v1. 0 (Applied

Biosystems)

Figura 3.1 Fluxograma das etapas desse estudo

3.2.1 Amostragem do solo

As amostras de solos foram coletadas em duas areas no sitio Hatahara: floresta e
agricola no Municipio do Iranduba, AM, no ano de 2012. Foram coletados cinco pontos a

partir de um ponto central nas posi¢cdes Norte, Sul, Leste e Oeste (Figura 3.2). De cada ponto
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foram coletadas duas amostras em sacos plasticos de 25 kg nos primeiros 20 cm do perfil do
solo.

Norte

15m

Oeste ‘ o ‘ Leste

15m 15m

IS
Ty}
—

Sul

Figura 3.2 — Croqui da coleta das amostras dos solos

3.2.2 Experimento de mesocosmo em casa de vegetacao

Neste experimento as amostras de solo de TPA de cada ponto das areas foram
homogeneizadas, obtendo uma amostra composta, que foi distribuida em seis vasos com
capacidade de 3,6 kg contendo uma camada de seixo ao fundo para facilitar a drenagem. Em
cada vaso, foram semeadas cinco sementes de feijdo caupi [Vigna unguiculata (L.) Wald]
(variedade Crioula-INPA), as quais foram cedidas pelo Laboratério de Sementes de Genética e
Melhoramento de Hortalicas do INPA/AM. Como tratamento controle foram estabelecidos seis
vasos sem sementes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e o experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo, localizada no Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
— INPA, Manaus — AM.

Aos 15 dias ap6s a germinacdo foi realizado o desbaste deixando apenas duas plantas
por vaso e aos 45 dias, no periodo de florescéncia, procedeu-se a coleta dos solos rizosféricos e
do solo dos vasos controle (sem plantas) (Figura 3.3). As amostras dos solos da rizosfera de cada
planta foram coletadas com a ajuda de um pincel de cerdas firmes previamente autoclavado. De

cada vaso foram retiradas trés amostras de solos de 0,25 g que foram armazenadas em tubos de
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eppendorf de 2 ml e mantidas a -20 °C até o momento da extracdo do DNA. Para andlise quimica

foram coletados trés amostras para cada tipo de solo (rizosférico e ndo rizosférico).

Figura 3.3 (A) Experimento em casa de vegetacdo com feijao caupi (Vigna unguiculata L.) (B) solo aderente as
raizes do feijdo caupi.

3.2.3 Extracdo de DNA gendmico das amostras de solos

O presente experimento foi conduzido no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Séo Paulo, CENA/USP,
Piracicaba-SP. A extracdo do DNA foi realizada com Kit Power lyzie DNA ExtractionTM
(MoBio, Carlsbad, CA). Em microtubo com esferas de vidro foram adicionados 0,25 g de
solo, agitado levemente no vortex para homogeneizacdo da amostra. Em seguida, o0 DNA foi
extraido de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. A qualidade da extracdo e
integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% (p/v), em tampdo TSB 1x corado
com GelRed™ (Biotium) (1,5 pL 50 mL™ de gel), carregado com 1pL do DNA adicionado de
1uL de tampdo de carregamento (0,025% de azul de bromofenol e 50% de glicose). Como
padrdo de tamanho de banda de DNA utilizou-se Low DNA Mass ladder (Invitrogen). Apos
30 minutos de eletroforese a 90 Volts, os géis foram observados sob luz ultravioleta e

registrados em transiluminador L.PIX (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo — SP).

3.2.4 Amplificacé@o dos genes 16S rRNA e phzF PCR quantitativo
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A reacdo de amplificacdo para o gene 16S rRNA bacteriano foi realizada utilizando
0s primers para o dominio Bactéria U968F e R1387 (Heuer et al. (1997), que amplificam um
fragmento de aproximadamente 400 pb. Para amplificagdo do gene phzF utilizou-se o0s
primers Ps_upl e Ps_lowl amplificando 427 pb (Tabela 1). As reagdes de PCR quantitativo
foram realizadas em um volume total de 10 pL contendo 5 pl Kit SYBR Green Rox qPCR
(Fermentas Brasil), 1,0 uL de cada primer a (5 pmol), 2 uL de dgua do Kit SYBR Greene 1
ul do produto do controle positivo que foi purificado com o kit GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification (GE Healthcare). E para amplificacdo do gene phzF utilizou-se os primers
Ps_upl e Ps_lowl, os quais geram um fragmento de 427 pb (Tabela 2). As reac6es de PCR
quantitativo foram realizadas em um volume total de 10 pL contendo 5 pL Kit SYBR Green
Rox gPCR (Fermentas Brasil), 1,0 puL de cada primer a (5 pmol) 2 pL de agua do Kit SYBR
Green e 1 pL do produto purificado 50 ng e o DNA total do solo. As condi¢des de
amplificacdo do gene 16S rRNA foram 5 minutos a 95 °C, 30 segundos a 95 °C, 45 segundos
a 56 °C, 1 minuto a 72 °C e 35 ciclos de 72 °C por 7 minutos. Para 0 gene phzF foram
otimizadas as seguintes condi¢des: 4 minutos a 94 °C, 1 minuto a 94 °C, 30 segundos a 62 °C,
45 segundos a 72 °C, 10 minutos a 72 °C. As reacOes foram realizadas no equipamento

StepOnePlus™ Real- Time PCR System (Applied Biosystems).

Tabela 1 - Primers utilizados nas reagbes PCR quantitativo em tempo real na amplificacdo parcial do
gene 16S rRNA bacteriano ( U968F e R1387) e do gene fenazina ( Ps_upl e Ps_low1)

Temperatura
Primers Fragmento  de Melting
Sequéncias (5" - 3) (pb) (°C) Referéncias
U968F  AACGCGAAGAACCTTAC
R1387 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG ~400 56 HEUER et al (1997)
Ps upl ATCTTCACCCCGGTCAACG
Ps_lowl CCRTAGGCCGGTGAGAAC ~427 62 Mavrodi et al (2010)

3.2.5 Construcao da curva padrao

Para a construcdo da curva padrdo foram utilizados DNAs genémicos das bactérias
padrdes descritas no estudo anterior. O produto de PCR do controle positivo foi purificado,
Kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), seguindo-se as instrucoes

do fabricante e quantificado no espectrofotdmetro modelo ND-2000 (Nanodrop Technologies,
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Walthan, EUA) para calcular o nimero de copias de genes em pL™ com base no nimero de
pares de bases. As curvas padrdo foram construidas utilizando 10 diluicdes em série, variando
de 10% a 10° copias de gene. uL™. A amplificacdo das amostras de solos e da curva padréo por
PCR quantitativo foi realizada em triplicatas (réplicas técnicas) para avaliar a confiabilidade

da quantificag&o.

3.2.6 Amplificacdo do gene 16S rRNA de Bactéria pela analise por T-RFLP

A partir das amostras de DNA dos solos rizosféricos e ndo rizosféricos foi realizada a
amplificacdo do gene 16S rRNA de Bactéria. A reacdo de amplificacdo foi feita utilizando o
conjunto de primers: 27F e 1492R (Ewards et al. 1989; Woese et al. 1990) (Tabela 2). Para
posterior detec¢do dos amplicons utilizando a técnica de T-RFLP em sequenciador automatico o

primer 27F foi marcado com 6-carboxyfluorescein (6-FAM) na extremidade 5°.

Tabela 2 - Primers da regido 16S rRNA utilizados nas reacdes de T-RFLP

Fragmento gerado

Primers Sequéncias (5" - 3") (pb) Referéncia
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ~1500 EDWARDS et al. 1989
1492R  TACGGYTACCTTGTTACGACTT WOESE et al. 1990

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando-se o Kit GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare) seguindo as instruc6es do fabricante. Os produtos
de PCR purificados foram utilizados nas reacdes de restricdo as enzimas Mspl. Os produtos
digeridos foram precipitados adicionando 2 pL de tampao Acetado de S6dio/EDTA e 60 pL
de etanol no microtubo contendo 15 pL do produto da digestdo, em seguida foi agitado
levemente no vortex para homogeneizar e centrifugado por 20 minutos a 12.000 xg. Apds
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 150 uL de etanol
a 70%, recem-preparado. As amostras foram novamente centrifugadas a 12.000 xg por 5
minutos. O sobrenadante descartado e o precipitado foram secos em concentrador de
eppendorf (Concentrador 5401) a 45 °C por 10 minutos. Para a andlise dos T-RFs, o produto

de digestdo precipitado foi ressuspendido em formamida Hi-Di e padrdo de comprimento
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GeneScan 500 ROX (AppliedBiosystems). A determinacdo do comprimento dos Fragmentos
Terminais de Restricdo (T-RFs) foi realizada no sequenciador capilar automatico modelo ABI
PRISM 3130 XL GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems).

Os dados de T-RFLP foram analisados a partir dos arquivos gerados pelo programa
Data Collection Software do sequenciador, no programa Peak Scanner v 1.0 (Applied
Biosystems) para determinagdo do comprimento dos fragmentos terminais de restri¢do através
de comparacdo com os fragmentos do padrdo de comprimento (Trotha et al. 2002). Os dados
foram exportados para uma planilha eletronica Excel (Microsorft) sendo convertidos em uma
matriz, onde cada coluna representa uma amostra e cada linha representa um tamanho de T-
RFs especifico. Essa matriz foi utilizada para posterior andlise multivariada. A avaliacdo da
estrutura das comunidades de bactérias obtidas pelos perfis de T-RFLP foi realizada pela
analise em escala multidimensional (multidimensional scaling, MDS), utilizando o coeficiente
de similaridade de Bray-Curtis. Posteriormente, uma analise de similaridade (ANOSIM) foi

realizada para determinar diferencas estatisticas entre as amostras estudadas (Clarke 1993).

3.2.7 Analises estatisticas

Os dados quimicos e biologicos foram analisados no programa ASSISTAT 7.6 (Silva
1996) utilizando ANOVA. A analise de comparacdo de médias foi realizada pelo Teste de
Tukey. Os dados de PCR quantitativo, quando necessario, foram transformados em log™ ou

raiz quadrada.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 Anélise quimica do solo

No presente estudo foram analisadas algumas propriedades quimicas dos solos
rizosféricos e ndo rizosféricos de Feijdo Caupi cultivado em TPA. Com base na caracterizacdo
dos atributos quimicos, os resultados indicaram formas bem variadas das duas amostras de
solos. Os solos rizosféricos apresentaram menores valores no teor dos atributos avaliados em
relagcdo aos ndo rizosféricos (Tabela 3).

Tabela 3. - Atributos quimicos dos solos rizosféricos e ndo rizosféricos do feijdo caupi cultivada em
TPA.

Atributos quimicos

Amostras de
solos pH M.O P K Ca Mg H+Al SB Fe

Solos 531047a 49,3t7,7a 3556£1252a 1,33t097a 102,33:37.8a 70+1.73a 4131432 110,6+39,5% 87,3+314b8**
rizosféricos  *(8,81%)  (*15,74%)  (*3543%)  (*72,84%)  (*36,98%)  (*24,74%) (*34,75%) (*3579%)  (*36,03%)

5240282 53,1+2,6a 5050+886a 106+0,35a 13833%7,63a 13,6+3,05 486%577a 153,0+53a 210,6+36,52
Solo bulk (*5,44%)  (*4,99%)  (*17,43%)  (*33,67%)  (*5,52%)  (*22,35%) (*11,86%)  (*3,52%) (*17,35%)
Célcio (Ca), Magnésio (Mg), Aluminio (Al), potencial de acidez (H+Al), (SB) soma de bases e (CTC) capacidade de
troca catiénica sao representados em mmolc/dm™; (MO) matéria organica em g/dm™; o fésforo em mg/dm™ e pH em
CacCl, Os valores das médias nas colunas seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade (P > 0,05); ** significativo ao nivel de 5% de probabilidade (P < 0,05) o segundo
valor corresponde ao desvio padrdo das médias e * Coeficiente de variagao.

Para o pH foi observado um leve aumento nos solos rizosféricos sugerindo que a
rizosfera do feijdo possa ter estimulado este aumento. O pH é um dos fatores mais alterados
na rizosfera devido aos exsudatos liberados pelas raizes; assim, diferindo do solo bulk, sua
estabilidade pode interferir na diversidade de micro-organismos (Moreira e Siqueira 2006).
Os resultados também demonstram que os valores dos atributos analisados como P, Ca, Mg e
Fe foram menores no solo com influéncias das raizes das plantas em relacdo ao ndo
rizosféricos, sugerindo que a rizosfera possa apresentar uma diversidade de bactérias
solubilizadora. Moreira e Siqueira (2006) demonstram que micro-organismos solubilizadores
parecem ser mais abundantes na rizosfera associados a excrecdo de acidos organicos que
favorecam a nutricdo das plantas.
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O micronutriente ferro (Fe) apresentou diferenca significativa entre os solos
rizosféricos e solo bulk. Uma hipdtese para este resultado é que as bactérias presentes na
rizosfera de feijdo caupi possam estar captando o Fe para seu metabolismo. O Fe esta presente
em grande quantidade nos solos, mas sua grande maioria é encontrada na forma de hidréxido
férrico Fe (OH)? indisponivel para as plantas. Dessa forma, as bactérias desenvolvem uma
estratégia para uma captacdo eficiente através de secrecdo de compostos organicos quelantes
de ferro (Fe+3) chamados de siderd6foros, tornando disponivel para seu metabolismo e
também para as plantas (Buyer et al. 1993; Raaijmakers et al.1995).

Os sideréforos séo peptideos de sintese ndo ribossdémica com altissima afinidade por
ferro, de baixo peso molecular, produzidos e secretados por micro-organismos, incluindo as
bactérias presentes na rizosfera, que auxiliam no crescimento das plantas. Esses micro-
organismos podem aumentar a disponibilidade de ferro para a planta e a0 mesmo tempo
inibem a colonizacdo dos patdgenos proximos das raizes (Luca et al. 1988; Neerlands 1984).
Estudos realizados por Fedrizzi, (2006), por meio de bioprospeccdo, detectou a presenca de
sideroforos e de compostos antimicrobianos ativos em amostras de solo de terra preta da

Amazonia.

3.3.2 Extracdo de DNA gendmico das amostras de solos

As extraces de DNA genbmico das amostras de solos foram realizadas e sua
qualidade foi verificada em gel de agarose 1%, utilizando como padrdo molecular 2 pL de

Low mass DNA Ladder (Invitrogen, Brasil). (Figura 3.4).

) 3 3 . :
—_— e —— — —— . —— — — — —

Solo rizosféricos

- s 8 4 S s & e = = - - 4 BN seeend b b, Y ) -
————————-———————

Solo nédo rizosféricos

Figura 3.4 Gel resultante da extracdo do DNA gendmico das amostras de solos rizosféricos e
ndo rizosféricos do feijdo caupi PM: padrdo de peso molecular 100 pb DNA Mass
Ladder™ (Invitrogen Life Technologies)
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3.3.3 PCR quantitativo (QPCR)

As analises de PCR quantitativo foram realizadas para obtencdo do nimero de copias
do gene 16S rRNA bacteriano e do gene phzF nas amostras de solos de TPA. A técnica foi
precisa na deteccdo do nimero de cdpias dos genes, permitindo a comparacao das frequéncias
entres as amostras de solos estudadas. As informacgdes dos controles positivos que foram
utilizados para construcdo da curva padrdo estdo citadas no capitulo anterior. Todas as
diluicdes apresentaram o coeficiente de correlacdo satisfatoria para o uso da curva de
calibragéo, e os valores da curva de amplificacdo das amostras de solos deste estudo estdo
descritos na (Tabela 4).

Tabela 4. Valores da curva de Melting na amplificagdo dos genes 16S rRNA bacteriano e phzF nas
amostras de solos obtidos pela analise das reac6es de PCR quantitativo

Gene Correlacéo (R%) Eficiéncia (%) TM da curva padrdo (°C)
16S rRNA 0,996 87,22 90,1
phzF 0,999 101,42 84,76

Para esta reacéo, foram feitas diluicdes seriados 10'° a 10° copias de gene pL?,
entretanto, foram utilizadas as diluicdes de 10° a 10% nas reacdes de PCR quantitativo para
elaboracdo da curva padrdo de Melting, com trés repeticdes para cada diluicdo (réplicas

técnicas).

3.3.4 Analise do gene 16S rRNA bacteriano nas amostras de solos

As analises de PCR quantitativo demonstraram que para o solo de floresta, 0 nimero
de cépias do gene 16S rRNA bacteriano foi menor nos solos rizosféricos (3,85x10° cépias.g
solo) quando comparado com o ndo rizosférico (3,94x10° cépias.g solo™). Para o ambiente
solo agricola foi observado 1,25 vezes mais nimero de copias gene nos solos rizosféricos
(3,51x108 copias.g solo™) do que nos solos ndo rizosféricos (2,79x10® cépias.g solo™). Nao
houve diferencas significativas entre os solos rizosféricos e ndo rizosféricos (Figura 3.5),
porém quando se comparou os ambientes, a quantidade do nimero do gene bacteriano foi
maior na floresta para ambos os solos, configurando uma alta diversidade de bactérias nesse

ambiente.
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Figura 3.5 NUmero médio de copias do gene 16s rRNA bacteriano determinado por PCR
quantitativo. As amostras referem-se a solos rizosféricos de feijao caupi cultivada em
solos de terra preta da Amaz6nia coletado em dois ambientes (floresta e agricola).
Barras na vertical representam erro padréo

Os resultados sugerem que, as condi¢cdes quimicas, fisicas e bioldgicas do ambiente
da rizosfera do feijdo caupi possam ter favorecido a incorporacdo de grupos de bactérias
especificas. Lima (2012) estudando a diversidade das comunidades bacterianas observou, que
a rizosfera apresentou menor riqueza e diversidade nas comunidades bacterianas em duas
espécies de leguminosas cultivadas em TPA.

O efeito da rizosfera sob 0s micro-organismos é mais acentuado nas bactérias. As
plantas liberam para 0 ambiente externo ions, gases, aminoacidos e acucares que estimulam
tanto a presenca como a auséncia de grupos bacterianos especificos. Também no ambiente da
rizosfera, a temperatura e estresse nutricional pode afetar diretamente sua composicédo
proxima das raizes (Alexander 1977; Compant et al. 2005; Moreira e Siqueira 2008).
Contudo, estes autores sugerem estudos direcionados a esses grupos da diversidade bacteriana
presentes no ambiente da rizosfera de plantas cultivadas em solos de TPA, considerando a
possibilidade de isolar e caracterizar espécies bacterianas por meio de métodos dependentes e

independes de cultivos, principalmente para produgdo de metabdlitos secundarios.
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No entanto, na identificacdo da diversidade de genes especificos para processos que
estdo ligados a biossintese de compostos secundarios, a caracterizacdo de genes funcionais em
solos TPA pode gerar informacéo sobre a influéncia da microbiota no equilibrio da fertilidade

e qualidade bioldgica desse solo (Germano et al. 2011).

3.3.5 Analise do gene phzF na biossintese

O resultado da detec¢do e quantificacdo do gene phzF envolvido na biossintese do
composto fenazina é fundamentado na técnica de PCR quantitativo, que permitiu observar a
frequéncia do gene nos ambientes estudados. Os resultados demonstram que, para o0 solo
coletado em ambiente de floresta secundaria, apos cultivo do feijdo caupi, solos rizosféricos
apresentaram 1,26 vezes mais 0 nimero de copias do gene (3,11x10® cépias.g de solo™) em
relacdo aos solos ndo rizosféricos (2,46x10°8 copias.g de solo™), ndo apresentando diferencas
significativas de probabilidade. Para solo agricola o nimero de copias do gene foi maior nos
solos rizosféricos (4,82x10° cépias.g solo™), em conferéncia aos solos ndo rizosféricos
(2,75x10° copias.g de solo™) (Figura 3.6).

6,00E+08

5,00E+08 T

4,00E+08

3,00E+08 -[ T B Solos rizosféricos

Solos ndo rizosféricos
2,00E+08 —

por grama de solo

1,00E+08 —

Numero médio de cépias do gene phzF

0,00E+00

Floresta Agricola

Figura 3.6 Numero médio de copias do gene phzF determinado por PCR quantitativo. As
amostras referem-se a solos rizosféricos de feijao caupi cultivada em solo de terra
preta da Amazonia coletado em dois ambientes (floresta e agricola). Barras na vertical
representam erro padréo.
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O resultado da analise sugere que, 0 ambiente da rizosfera do feijdo caupi possa estar
agregando grupos especificos de bactérias que contém a presenca do gene phzF. Segundo
Mavrodi et al. (2010) estudando a evolucdo e dispersdo do gene phzF em amostras de solos
rizosférico, evidenciou a diversidade de bactérias produtoras de fenazina, sugerindo ainda
que, a maioria parecem estar associadas as plantas e que o mecanismos de conservacdo do
gene varia nos géneros Pseudomonas spp. para a transferéncia horizontal de genes em
Burkholderia spp. e Pectobacterium spp. A diversidade genotipica dentro de um grupo de
micro-organismos que compartilham a mesma caracteristica antagdnica fornece um recurso
largamente inexplorado para melhorar o controle biolégico de patégenos de solo.
(Raaijmakers e Weller 2001; Wang et al. 2001; Weller et al. 2002).

A deteccdo da diversidade do gene phzF no ambiente natural possibilita compreenséo
especifica e regulacéo destes processos por alguns grupos de bactérias que sao relevantes para
a producédo de biocompostos naturais in vitro. Os resultados deste estudo propiciam subsidios
com a finalidade de aperfeigoar técnicas para isolar e caracterizar bactérias produtoras de
fenazinas em diversos sistemas do solo, como o ambiente da rizosfera de plantas. Acredita-se
que, a rizosfera proporcione condicdes ideais de estimulos a ativacdo de compostos bioativos
por bactérias como, por exemplo, a fenazina, e esta pode ser sintetizada e mediada pela

autodefesa desses micro-organismos contra fitopatdgenos.

3.3.6 Analise de polimorfismo dos fragmentos terminais de restricdo (T-RFLP)

A analise de T-RFLP foi realizada para acessar os perfis das comunidades
bacterianas nos solos rizosféricos do feijao caupi, comparando com os solos ndo rizosféricos
(solo bulk), coletados nos ambientes floresta e agricola, com base em T-RFs separados pelo
gene marcador rRNA 16S bacteriano entre as amostras de solos.

3.3.7 Escala multidimensional (MDS)

Com base na discriminacdo automatizada dos T-RFs foram realizados agrupamentos
usando a analise de MDS. A MDS ¢é uma técnica de ordenacdo utilizada em analises

ecoldgicas que tem por objetivo descrever a estrutura de uma matriz complexa, reduzindo a
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dimensionalidade da matriz de dados e ordenando os objetos num gréafico. A anélise de MDS
dos perfis de T-RFs foi feita nas amostras de solos rizosféricos sob influéncia das raizes do
feijdo caupi e ndo rizosféricos (solo bulk), coletados nos ambientes floresta e agricola
conforme apresentado na (Figura 3.7). A representacdo bidimensional da andlise foi validada
por niveis de Stress 0,06 e 0,01 diferenciando visivelmente a estrutura da comunidade
bacteriana.

2D Stress: 0,06 2D Stress: 0,01

Solos rizosféricos A Solos nao rizosféricos Solos rizosféricos A Solos rizosféricos

Solos do ambiente agricola

Figura 3.7 Andlise sobre o escala multidimensional (MDS), com base em T-RFs separado pelo rRNA 16S
de bactérias entre as amostras de solos.

Os resultados revelaram agrupamentos ao nivel de similaridade de 55% entre as
amostras estudadas, mostrando ainda alta similaridade entre as réplicas biologicas. Observa-se
que as raizes do feijdo influenciaram consideravelmente na estrutura da comunidade
bacteriana. Considera-se também que, as caracteristicas gerais de cada ambiente (floresta e
agricola) podem ter moldado o perfil da estrutura das comunidades bacterianas. Estudos
realizados por Lima (2012), com amostras de solos rizosféricos (TPA) e controle,
demonstraram em analise de ordenacdo MDS, a partir dos dados de T-RFLP, que a rizosfera
de duas espécies de leguminosas juntamente com as propriedades do solo moldaram a
estrutura das comunidades bacterianas.

A andlise de ordenacdo MDS mostrou claramente uma diferenca das comunidades

bacterianas entres as amostras de solos. Essa diferenca estrutural pode estar relacionada as
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diferentes caracteristicas de cada solo e principalmente pela influéncia das raizes do feijdo
caupi. A interacdo entre plantas e bactérias é coordenada por processos metabdlicos presentes
tanto em plantas como nas bactérias, ocorrendo um reconhecimento mutuo viabilizando o
estabelecimento da interacdo (Andreote 2007). Além disso, as bactérias respondem
diferentemente aos compostos liberados pelas raizes (Melo e Azevedo 2008), em
consequéncia das propriedades dos solos que influi fortemente na estrutura das comunidades
bacterianas (Jesus et al. 2009).

Para testar a diferenca na composi¢cdo das comunidades bacterianas entre as amostras
de solos (rizosférico e ndo rizosférico), foi utilizado a analise de similaridade ANOSIM. O
ANOSIM é um teste estatistico baseado em permutacgéo, analogo ao teste ANOVA, que avalia
a diferenga entre grupos de amostras de diferentes ambientes e tratamentos experimentais
(Yannarell e Triplett, 2004; Danovaro et al. 2006). O teste foi calculado com base no
coeficiente de similaridade de Bray-Curtis, utilizando o programa Primer 6 (Playmouth
Marine Laboratory, Primer E, Reino Unido). Os resultados apresentaram valores de R global
acima de 0,830 para as amostras de solos rizosféricos e ndo rizosféricos do ambiente agricola
e 0,704 para as amostras de solos rizosféricos e nao rizosféricos do ambiente floresta sendo

estatisticamente diferente em nivel de p<0,05 pelo teste do ANOSIM.

3.3.8 Analise de Cluster entre as amostras de solos

Foi possivel observar, a partir dos perfis gerados pela analise de T-RFPL, diferencas
na estrutura das comunidades bacterianas entre a rizosfera do feijdo caupi e os solos nédo
rizosféricos (bulk), assim como, entre as areas dos quais foram coletados (floresta e agricola).
O uso da enzima Mspl proporcionou analisar e representar melhor os perfis. Os resultados
também demonstraram que, para 0 ambiente de agricultura houve semelhanca na densidade
das comunidades, tanto para os solos rizosféricos quanto para os ndo rizosféricos (solo bulk),
inferindo assim, que este ambiente influenciou nesta composicdo (Figura 3.8A). Para o solo
do ambiente floresta nota-se que a rizosfera do feijao foi mais homogénea que o solo nédo
rizosféricos (Figura 3.8B), e também foi observado maior agrupamento entre as amostras.

Estudos semelhantes com solos da regido amazbdnica mostraram que as comunidades
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bacterianas foram influenciadas pelo uso da terra, caracteristicas quimicas e vegetacdo (Jesus
et al. 2009; Cannavan 2011; Lima 2012).
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Figura 3.8 Agrupamento por similaridade entre as amostras de solos rizosféricos de terra preta da

Amazonia (SR-TPA) e A nio rizosféricos de terra preta da Amazonia (SNR-TPA) coletados em
ambientes, agricola e floresta, obtidos através da segmentacgéo da enzima Mspl. a partir da anélise de
CLUSTER no programa Primer6 (Plymouth Marine Laboratory, PrimerE, Reino Unido).
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A caracterizagdo das comunidades bacterianas em ambientes rizosféricos podem
contribuir para estudos futuros, relacionados & qualidade do solo e funcionalidade destes
micro-organismos no ambiente como, fixacdo biolégica do nitrogénio, biorremediacéo,
producdo de plasticos biodegradaveis, controle de doencas em plantas e supressdo de
patdégenos do solo (Bettiol et al. 2005). Com este estudo agregam-se informacfes sobre a
estrutura das comunidades bacterianas em amostras de solos rizosféricos de plantas cultivadas

em terra preta da Amazonia.

3.4 Conclusoes

O gene phzF foi detectado em solos rizosféricos de feijao caupi por meio da
técnica de PCR quantitativo. Os resultados demonstram que o nimero de cépias do
gene phzF foram maiores nos solos rizosféricos para os dois ambientes nos quais as
amostras de solos foram coletadas. O maior numero de cépias do gene 16S rRNA
bacteriano foi encontrado no solo ndo rizosférico coletado no ambiente floresta o que
ressalta a diversidade bacteriana deste ambiente. A técnica de T-RFLP foi eficiente para
definir o perfil das estruturas das comunidades bacterianas em solos rizosféricos de

feijdo caupi e solo bulke.
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