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RESUMO

O bioma Pantanal é reconhecido nacional e internacionalmente pela exuberancia
de sua biodiversidade, como a fauna e flora, entretanto pouco se conhece sobre
a diversidade e abundancia da comunidade bacteriana presente no solo. Este
bioma vem sofrendo com constantes preenchimentos de sedimentos,
principalmente do Cerrado. Tal fato se traduz em alteragbes nas dinamicas de
inundacdes determinantes na biodiversidade do Pantanal. Entretanto, devido a
estrutura do solo os estudos de diversidade e abundancia de micro-organismos
permanecem ainda restritos. Contudo, a utilizagdo de técnicas moleculares,
incluindo a abordagem metagendmica, tem-se mostrado promissora e tornando
possivel acessar a diversidade microbiana associadas a inundacdo no bioma
Pantanal. Diante do exposto, esse estudo tem como objetivo caracterizar o perfil
molecular da comunidade bacteriana de solos provenientes de areas de
inundacgéo e reserva da regido de Nhecolandia no Pantanal, Mato Grosso do Sul.
Para tal, foram coletadas seis amostras de solos do Pantanal, sendo trés
amostras de solo da area inundada e trés amostras de solo referente a area de
reserva. Para avaliar a diversidade e abundancia da comunidade bacteriana de
solos, foi realizado a extracdo direta de DNA seguido por sequenciamento de
DNA das regides V3-V4 para o gene 16S rDNA. O estudo demonstrou uma
diferenciacdo do comportamento do perfil taxonémico bacteriano entre as areas
do Pantanal, frente a presenca de agua, como o género Pseudarthrobacter e a
classe Clostridia que houve um destague ao apresentarem um aumento na sua
abundancia relativa em solos inundados, sendo revelados com biomarcadores
de areas que sofrem com essa dindmica ambiental. Vale a pena ressaltar que a
analise realizada no presente estudo também promove impulsos para novos
trabalhos, como nas areas de biorremediacdo e bioprospeccdo, na regido

pantaneira.

Palavras-chave: Comunidade Bacteriana; solo; Metagendmica; Bioma Pantanal.
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ABSTRACT

The Pantanal biome is recognized nationally and internationally for the
exuberance of its biodiversity, such as fauna and flora, however little is known
about the diversity and abundance of the bacterial community present in the soil.
This biome has been suffering from constant sediment fill, mainly from the
Cerrado. This fact translates into changes in the dynamics of floods determining
the biodiversity of the Pantanal. However, due to soil structure, diversity and
abundance studies on microorganisms are still restricted. However, the use of
molecular techniques, including the metagenomic approach, has been promising
and making it possible to access the microbial diversity associated with flooding
in the Pantanal biome. Given the above, this study aims to characterize the
molecular profile of the bacterial community of soils from floodplain and reserve
areas of the Nhecolandia region in the Pantanal, Mato Grosso do Sul. To this
end, six samples of soils from the Pantanal were collected. three soil samples
from the flooded area and three soil samples from the reserve area. To evaluate
the diversity and abundance of the soil bacterial community, direct DNA
extraction was performed followed by DNA sequencing from the V3-V4 regions
to the 16S rDNA gene. The study showed differentiation of the behaviour of the
bacterial taxonomic profile between the areas of the Pantanal, in front of the
presence of water, such as the genus Pseudarthrobacter and the class Clostridia.
biomarkers of areas that suffer from this environmental dynamic. It is noteworthy
that the analysis performed in the present study also promotes impulses for new
work, such as in the areas of bioremediation and bioprospecting, in the Pantanal

region.

Keywords: Bacterial Community; soil; Metagenome; Pantanal biome.
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INTRODUCAO

No Brasil compreende seis grandes biomas de interesse para a pesquisa
devido apresentarem alta diversidade, tanto da fauna quanto da flora. Dentre
esses biomas, o Pantanal se destaca além das espécies raras e endémicas, mas
também por ser conhecido por ser uma savana alagada, ou como regido alagada
do Cerrado. O Pantanal € reconhecido nacional e internacionalmente pela
exuberancia de sua biodiversidade. Apesar de ser um santuario com excelentes
condicbes de conservacdo, esse bioma também € uma regido sensivel e
vulneravel, tendo sua diversidade biolégica cada vez mais ameacada por
atividade antropogénica. Estudos recentes vém demonstrando que os principais
rios, Paraguai e Taquari, estdo sendo constantemente preenchidos por cargas
significativas de sedimentos descarregados principalmente pelo desmatamento
do Cerrado, ocasionando sérios problemas de assoreamento que, se traduzem
em alteracdes nas dinamicas de inundacdes. Essas inundacdes normalmente
sdo de longa duracdo e ocorrem em aproximadamente 50% das areas do
Pantanal na maioria dos anos, o que afeta substancialmente os ecossistemas
pantaneiros.

As inundacgfes constituem um fenémeno ecoldgico limitado no tempo de
duracdo e espaco que abrange no ambiente. Consequentemente o pulso de
inundacao é vital para a vida no Pantanal, sendo o ciclo de cheia e seca
determinante para toda a biodiversidade do Pantanal. Entretanto, pouco se
conhece sobre a diversidade e abundancia de comunidade bacteriana e fungicas
sob o efeito de alterados regimes de inundacdo sazonal e do impacto de
pastagens nas amostras de solo no bioma Pantanal.

Estudos que utllizam da abordagem metagendmica incluindo
sequenciamento em larga escala de DNA, permitem o0 conhecimento mais
preciso da comunidade microbiana sem cultivo prévio tendo em vista que grande
parte desses micro-organismos permanecem desconhecidos e inexplorados.
Uma vez que ha poucos estudos de extracdes de DNA do solo e as dificuldades

em obter esse DNA, devido as propriedades fisico-quimicas do mesmo séo
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diversas entres os ambientes, se faz cada vez mais necessario o uso de
ferramentas da Biologia Molecular. O estudo molecular unido a bioinformatica
nesse bioma € necessario e valoroso, visto que 0s micro-organismos presentes
podem ser utilizados na area de bioprospeccdo, biorremediacdo, como
bibliotecas gendmica e enriquecimento para banco de dados futuros.

Revisao de literatura

Pantanal — Planicie Alagada

Tombado como Patrim6nio Nacional pela Constituicdo Federal, o Pantanal
considerado uma das maiores regibes alagadas, enquadrada no quesito
pantano, do mundo, possuindo caracteristicas naturais intrinsecas. Além de ser
reconhecido nacional e internacionalmente pela sua biodiversidade, sendo um
santuario preservado, repleto de agua, com belas paisagens formadas por rios,
lagoas e uma grande variedade de animais e plantas (CARDOSO, 2008)
(MIRANDA et al., 2018). O Pantanal possui como caracteristica que é ser um
compilado por varios deltas internos pequenos, tendo como o maior deles o delta
interno que origina do Rio Taquari. Este complexo do Pantanal esta localizado
entre os estados brasileiros Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, ocupando cerca
de 2% da area brasileira, além de também englobar o norte do Paraguai e leste
da Bolivia (NUNES DA CUNHA et al., 2015).

Por ser formado de complexas caracteristicas o bioma Pantanal gera
discussbes sobre sua denominacdo. O Instituto nacional de Tecnologia em
Areas Umidas (INAU) delimita e classifica o Pantanal como uma Area Umida
(AU) na Classificacdo e delineamento das areas umidas brasileiras e de seus
macro habitats (NUNES DA CUNHA et al., 2015) com tais caracteristicas
descritas por Nunes da Cunha e seus colaboradores em 2011 e algumas
alteracbes em 2013 por Junk e colaboradores, que descreve também, o
Pantanal, com uma Savana (Cerrado) inundavel.

A maior das AUs do mundo esta no Brasil, sendo 20% o Pantanal das AUs
brasileiras (JUNK et al., 2011). O Pantanal compreende, dos seus 150.000 Kmz2,
a maior parte com cerca de 130.000km2 no Brasil, em Mato Grosso e Mato

Grosso do Sul. E obtém destaque a regido de Nhecolandia, Mato Grosso do Sul,
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gue nos servigos ecossistémicos, biodiversidade e consideragdes culturais de
AUs, detém cerca da metade dos valores (em US$ ha* a) por aprovisionarem
servicos a sociedade da regido, mesmo tendo uma baixa fertilidade do solo,
tornando este mais vulneravel ao impacto humano (NUNES DA CUNHA et al.,
2015).

Devido sua localizacdo e extensédo, o complexo do Pantanal possui uma
posicdo geografica estratégica favorecendo o contato com outros biomas
brasileiros, como a Amazo6nia e principalmente o Cerrado. Esse contato préximo
faz com que a planicie pantaneira abrigue uma grande concentracdo de vida
silvestre, e consequentemente favorecendo na sua diversificacdo (MERCANTE
et al. 2011) (JUNK et al., 2011).

No Pantanal j& foram catalogadas pelo menos 463 espécies de aves, 177
de répteis, 124 de mamiferos, 325 espécies de peixes de dgua doce e 3.500 de
plantas. Destas espécies de vegetais as denominadas lenhosas, com
aproximadamente 750 espécies, e herbaceas, com cerca de 1150 espécies, sao
utilizadas como caracteristica de elucidacdo das diversas fisionomias de AUs,
incluindo o Pantanal, pois sao diferentemente encontradas nas areas de
inundacgéo (palustres) e ndo inundaveis (JUNK et al., 2006). Entretanto, vale a
pena mencionar que, esses numeros refletem apenas uma visédo geral sobre a
biodiversidade ainda pouco estudada da regido pantaneira (POTT et al. 2011)
(ALHO E SABINO, 2011).

Estima-se que mais de 80% do bioma Pantanal apresente excelentes
condicBes de conservacao, o qual abriga espécies de mamiferos e aves que, em
contrapartida, estdo praticamente extintas em outros estados brasileiros, como
por exemplo, a arara-azul-grande (Anodorhynchus hyacinthinus) (MERCANTE
et al. 2011).

Esse alto valor de preservacdo das areas nativas do bioma Pantanal se
deve em grande parte as inundacfes sazonais no seu territério e a baixa
fertiidade dos solos. Essas caracteristicas naturais impediram a ocupacao
humana, o avanco da fronteira agricola e o uso intensivo dos solos quando
comparado ao bioma Cerrado, por exemplo, (ALHO, 2011). O bioma Pantanal €
considerado uma das 37 ultimas Grandes Regides Naturais da Terra.

Apesar do alto nivel de conservagdo, o bioma Pantanal também & uma
regido sensivel e vulneravel, tendo sua diversidade bioldgica cada vez mais

ameacada. A pesca, a atividade pecuaria e o turismo sem controle representam
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ameacas constantes. Estudo realizado em 2005, sobre o levantamento da
situacdo atual da cobertura vegetal natural da Bacia do Alto Paraguai (BAP) e do
Pantanal brasileiro, alertou para o risco de desaparecimento da vegetacao
original do Pantanal nos préoximos 45 anos (HARRIS et al. 2005).

Entretanto, a maior parte das ameacas esta relacionada com o
desmatamento do Cerrado. Os principais rios do Pantanal nascem nos planaltos
e nas chapadas desse bioma vizinho, o qual sofre profundos problemas
ambientais associados a intensa producdo agricola e pecuéria. Diversos
estudos Vvém alertando que o0s desmatamentos que ocorrem
indiscriminadamente no planalto adjacente do Pantanal, causam impactos de
escala regional ou local nesse bioma. Essas alteracdes podem ser diretamente
responsaveis em afetar o equilibrio desse ecossistema, incluindo alteracées nas
mudancas climaticas, nas mudancas na composi¢do quimica da atmosfera ou
nas mudancas no ciclo hidrolégico (Desmatamento na bacia do Alto Paraguai no
Brasil) (ALHO, 2011). Dentre esses, o grande obstaculo é o intenso
assoreamento, causado pelo desmatamento e consequente erosao do solo nas
propriedades de lavouras e pastos, que ocupam a cabeceira dos rios no entorno
do Pantanal. Com o avanco das inundacfes, desde aproximadamente 1976, a
planicie pantaneira vem sofrendo pelo intenso assoreamento, resultando em

sérios efeitos econdmicos, sociais e ambientais (MIRANDA et al., 2018).

Habitantes do solo — Diversidade microbiana

Diversos estudos procuram mostrar o potencial econdmico das espécies
nativas do bioma Pantanal, para desta forma, tentar minimizar os impactos na
sua ocupagcdo e assim, propor uma alternativa para 0 aproveitamento
sustentavel na regido (GUIMARAES et al., 2000) (HYLANDER et al., 2000).
Apesar de todo esse esfor¢co para catalogar a diversidade presente no bioma
Pantanal, o conhecimento sobre a estrutura das comunidades microbianas
presente nos solos ainda permanecem ausentes. Além disso, pouco se sabe
sobre as consequéncias desses impactos frente a comunidade microbiana e o
que reflete na funcdo desse ecossistema. A inexisténcia desse estudo pode ser
relatada devido a restricdo do bioma, como dificil acesso as areas do Pantanal,
delimitacdo do espaco a ser estudado e a propria dificuldade de estudo dos

micro-organismos em solos.
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O solo ndo é um ambiente Unico; em vez disso, 0 solo abrange uma extensa
variedade de diferentes habitats microbianos. Estes incluem a rizosfera
(associados a raizes de plantas), zona fotica (expostas a luz), drilosphere
(caminho de minhocas) e solo encontrado em caminhos preferenciais de fluxo
de &gua, incluindo rachaduras no solo. Além disso, existem microambientes
associados a agregados do solo, assim como, as condicdes encontradas em
superficies agregadas ou nos filmes de agua entre agregados, sendo possivel
apresentar distintas condi¢cdes dentro de agregados. Estudos demostram
interagdo acentuadas quanto comunidades microbianas e nas condigdes
abidticas com a profundidade do solo. Os principais parametros do solo, como
pH, concentracdo de carbono organico, salinidade, textura e concentracdo de
nitrogénio disponivel, podem variar consideravelmente em diferentes
profundidades do solo (FIERER, 2017).

Os micro-organismos tém papel direto e fundamental para a formacao e
biogénese do solo, manutencéo da estrutura e fertilidade do solo e 0s processos
de ciclos biogeoquimicos, bem como para outras fun¢cdes do ecossistema,
essenciais para o crescimento e a biorremediacdo das plantas (BALDRIAN,
2011). Os ciclos biogeoquimicos demostram os diversos microrganismos que
atuam em um mesmo ciclo, como por exemplo, na ciclagem do nitrogénio de
acordo com a caracteristica do solo (ESPENBERG, 2018). Para prever os efeitos
das mudancas ambientais nesses servicos ecossistémicos, é necessaria uma
compreensao abrangente de como os fatores bibticos e abidticos conduzem a
composicéo das comunidades microbianas no solo. (LLADO, 2018). Entretanto,
como o solo, com diferentes caracteristicas que afetam as comunidades
microbianas em diferentes graus. Os microrganismos ndo séo distribuidos
homogeneamente em ambientes complexos (LOMBARD, 2011).

O solo proporciona essa alta variabilidade genética de micro-organismos
devido a sua extrema complexidade de propriedades fisicas e quimicas. Como
os fatores abiotico, tais como: pH, disponibilidade de nutrientes, umidade e
granulometria (BAKER et al., 2009) (DECHESNE et al., 2010) (ROUSK et al.,
2010). E mesmo bioldgicas, fator bidtico, como: competicdo, predacdo ou
parasitismo (CLARHOLM, 1981) (WRIGHT et al., 1993) (TORSVIK et al., 2002)
(FRANKLIN & MILLS, 2003). No aspecto global, os solos atuam, por exemplo,
estocando grande parte do carbono do planeta (duas vezes mais 0 que existe na

atmosfera), tamponando e filtrando grande parte dos poluentes (O’'DONNELL,
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2000). Despontam que concentracfes elevadas de CO:2 e Os podem
comprometer a capacidade dos solos de degradar poluentes organicos, este
feito foi associado a uma mudanca na estrutura da comunidade microbiana do
solo (Al, 2018), sendo considerado um dos principais mediadores dos ciclos
biogeoquimicos (BALDRIAN, 2011).

A estrutura do solo depende da associacdo entre as particulas minerais
(areia, silte e argila) e matéria organica, no qual agregados de diferentes
tamanhos e estabilidade sdo formados (GOEDERT, 1985). A organizacéo
estrutural das particulas do solo produz um habitat complexo e heterogéneo para
0S microrganismos caracterizados por diferentes substratos, nutrientes,
concentracdo de oxigénio, contetido de agua e valores de pH (LADD et al., 1996;
REN, 2018; ESPENBERG, 2018). O estado agregado do solo possibilita a
formacé&o de poros na matriz permitindo a existéncia de ar e 4gua essenciais as
suas funcdes bioldgicas.

O solo se distingue de outras formacfes geoldgicas por possuir atividade
biolégica, devido principalmente, a diversidade de microrganismos que nele
existe (VARGAS HUNGRIA, 1997). De fato, os microrganismos constituem uma
interface biologica com os ambientes fisicos e quimicos da Terra, seja atuando
diretamente em processos como a mineralizacdo da matéria organica ou
indiretamente, através de simbioses como na fixacdo de nitrogénio
(O’'DONNELL, 2000).

Além de estarem associados diretamente com a vegetacdo que pode
ajustar suas comunidades microbianas radicular na infeccdo por patégenos e
especificamente recrutar um grupo de microrganismos benéficos indutores de
resisténcia a doencas e promotores de crescimento, com iSSO maximizando
potencialmente a chance de sobrevivéncia de seus descendentes que crescerao
no mesmo solo (ROELAND, 2018), quanto em plantacdes, frente aos residuos
lancados no solo (SHEN, 2018).

As dificuldades que inviabiliza as informagdes pode ser sugerida pelo fato
de que os solos sdo considerados um dos materiais mais desafiadores para
andlises da Biologia Molecular, por apresentarem variagbes em suas
composicdes fisico-quimicas (LOMBARD, 2011). Essa complexidade estrutural,
com a conexdo dos aspectos geograficos, geologicos, hidrologicos, climaticos,

faunistico e floristico e além das atividades antropogénicas, de cada ambiente
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pode apresentar uma peculiaridade frente a sua comunidade microbiana
(FIERER et al., 2012).

Dominio bacteriana

Compondo o grupo de maior espécie de organismos no planeta Terra, as
bactérias, vem sendo o alvo de estudos exaustivos. (CHU et al., 2010).
Entretanto, a maioria dos taxons bacterianos permanecem desconhecidos ou
inexplorados. As novas técnicas de biologia molecular, utilizando o gene do
ribossomo bacteriano, vem auxiliando a desvendar esses micro-organismos em
ambientes naturais (LYNCH & NEUFELD, 2015) (O'BRIEN et al., 2016).

A estrutura das comunidades microbiana € fundamental na mediacdo dos
ciclos biogeoquimicos no ambiente, demonstrando os inimeros repertérios de
espécies dominantes no solo. Tornando-se uma componente chave em
ecossistemas naturais e controlados. (FIERER, 2017).

O solo agregado intervém mediante sua estrutura 0s ambientes intra-
agregados e inter-agregados e superficie versus horizontes mais profundos do
solo. Promovendo a modulacéo de suas concentracdes abidticas, tal como a de
oxigénio, que podem variar de 20% a <1%, de fora para dentro de agregados
individuais do solo com apenas alguns milimetros de distancia, provocando
comunidades bacterianas encontradas proximas a uma raiz de planta a diferir
extraordinariamente daquelas encontradas em ambientes de solo “a granel” a
apenas alguns centimetros de distancia. (SEXSTONE et al., 1985) (PHILIPPOT
et al.,, 2013). As abundancias relativas das principais taxas bacterianas
encontrados na comunidade microbiolégica do solo podem variar
consideravelmente dependendo do solo em questdo. Inclusive mesmo se as
amostras de solo forem coletadas de locais onde a amostragem a poucos
centimetros de distancia (O'BRIEN et al., 2016). Essa oscilacdo da comunidade
microbiana pode ser explicada pela variacado espacial no ambiente do solo e as
caracteristicas especificas do local de amostragem. As vertentes bioticas e
abidticas podem confundir as avaliagbes das pesquisas e atrapalhar o
entendimento com as demais. Por iSsso 0Ss novos estudos com micro-organismos
utilizam o pH como a melhor vertente para predizer as comunidades bacterianas;

entretanto, vale a pena ressaltar que ndao ha um unico fator que possa ser
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determinante para a diversidade de micro-organismos em solos (LAUBER et al.,
2009) (GRIFFITHS et al., 2011).

As bactérias podem apresentar relacdes independentes e de interacdes
entre si, além dos fatores ambientais que estdo submetidas. Tais relacdes
diferenciadas entre o meio ambiente e comunidades microbianas podem
influenciar a importancia da estrutura da comunidade microbiana para explicar
0S processos no nivel do ecossistema, frente aos ciclos de carbono e nitrogénio.
Sendo que uma melhor compreensao das comunidades microbianas cientes por
principios ecologicos pode aumentar a capacidade de prever as taxas de
processo bioguimicos do ecossistema em relacdo a avaliacdes baseadas em
variaveis ambientais e fisiologia microbiana. (GRAHAM et al., 2016).

Os fatores biéticos podem promover uma sobrevivéncia bacteriana e o seu
crescimento no ambiente em solo muitas vezes, severamente, limitada. Com o
alto grau de competicdo com outras bactérias do solo, como exemplificado pela
ocorréncia da producdo de antibidticos e a prépria resisténcia a antibiéticos
bacterianos do solo. Além da predacéo por minhocas e uma distribuicdo desigual
de recursos no espago e no tempo. Fatores como as perturbagdes frequentes no
ambiente, como eventos de secagem-umidificacdo e congelamento-
descongelamento, também proporcionam uma sobrevida limitada, mas peculiar
ao ambiente inserido (KUZYAKOV & BLAGODATSKAYA, 2015). Essa
sobrevivéncia causa certo desconforto nas linhas de pesquisa, pois quando o
solo é artificialmente inoculado com numerosas bactérias, a maioria dessas
bactérias provavelmente ndo persistem no solo por longos periodos de tempo
(ACEA et al., 1988) (BASHAN et al., 2014). Pesquisas sugerem gue a superficie
do solo ha restri¢des, bidticas ou abidticas, na colonizacao microbiana. Trazendo
dados consideraveis de inatividade por parte dos micro-organismos encontrados
no solo, e demostrando que a biomassa microbiana representada por micro-
organismos pode estar inativa em até um dado momento dependente do fator
por ela exposta, tendo oscilacdo nos periodos de ativacao e dorméncia. Mas a
comunidade microbioldgica ndo esbanje mais de 5% dos organismos ativos sem
0 substrato (BLAGODATSKAYA & KUZYAKOV, 2013).

Contudo ha ampla influéncia desempenhada pela dindmica da comunidade
e pelas interagdes bidticas. Demonstrando como a dependéncia da densidade e

as principais interagbes bidticas, como competicdo e predacdo, podem



21

determinar o grau em que 0S micro-organismos regulam os ciclos
biogeoquimicos do solo. (BUCHKOWSKI et al., 2017).

Metagendmica — Uma Abordagem da Biologia Molecular

Considerando a importante participagdo da comunidade bacteriana e
fungicas em ciclos biogeoquimicos nos solos, a grande diversidade genética
apresentada por estes micro-organismos e a auséncia de pesquisas sobre a
adaptacao dessa comunidade ao impacto de regimes de inundacao sazonal no
bioma Pantanal, torna-se necessario estudos moleculares mais detalhados.
Nesse contexto, técnicas independentes de cultivo vém permitindo analisar a
existéncia de uma vasta diversidade de micro-organismos até entdo né&o
acessada pelos métodos tradicionais dependentes de cultivo (TORSVIK et al.,
1990).

O termo metagenbmica se refere a uma abordagem independente de
cultivo baseada na investigacdo das moléculas de DNA de uma mistura de
populac6es microbianas, ou seja, € baseado na analise gendmica de DNA
microbiano extraido diretamente de amostras ambientais (HANDELSMAN et al.,
1998). Sendo assim, se caracteriza por contornar a necessidade de cultivo e, em
funcdo da vasta diversidade microbiana, ser conduzida em grande escala
(HANDELSMAN et al., 2004).

As informacdes obtidas a partir da analise metagen6mica podem ser
usadas para determinar a diversidade taxonémica de uma comunidade, a
presenca de micro-organismos especificos, bem como determinar quais micro-
organismos sdo dominantes em um determinado ambiente (HANDELSMAN et
al., 2004). A auséncia de estudos sobre as comunidades bacterianas no
Pantanal, destacando o desconhecimento perante o impacto inundacéo, torna-
se cada vez mais plausivel este presente estudo. Inclusive por que estudos
atuais, da interferéncia de regimes d’agua tem o papel ascendente do processo
deterministico nas assembleias de estruturas e funcbes comunitarias
microbianas em areas Umidas. Além de revelar a discrepancia entre as
estruturas dos microrganismos, tanto bactérias quanto fungos, e as suas fungdes
ecologicas em resposta aos gradientes do nivel de agua, e uma funcéo ecologica
relativamente estavel ajudou a manter a funcédo do ecossistema do Pantanal a

partir de uma perspectiva de longo prazo (MA et al., 2018). Por isso, essa
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abordagem representa uma poderosa ferramenta para avaliar a influéncia do
impacto dos regimes de inundacéo, na comunidade microbiana em amostras de
solo do bioma Pantanal.

Esse conhecimento pode expandir nossa compreensao de como essas
comunidades bacterianas e fungicas que toleram as condi¢cdes extremas
relacionadas ao estresse ambiental e quais seriam seus potencias para
responder as mudancas climaticas futuras. Dessa maneira, estudos demonstram
gue solos o qual sofrem e/ou sofreram algum tipo de perturbacédo podem conter
diferencas acentuadas tanto em sua taxonomia quanto seu perfil funcional.
Dentre esses, a microbiota associada ao solo € identificada no equilibrio
posterior a perturbacdo contrapondo o perfil anterior. Isto €, a comunidade
microbiana apresenta a capacidade de se reestruturar frente a diversidade
funcional, entretanto a diversidade taxonOmica n&o corresponde a taxa de
crescimento anterior a perturbacédo, ou seja, o perfil taxondmico nos tempos
anterior e posterior sdo diferentes, contudo o perfil funcional é semelhante,
destacado a partir de um referencial de organismo maiores, que tendem a ter um
equilibrio semelhante ao anterior a perturbacdo, como no reino animalia.
Mostrando que a comunidade microbiana se comporta de forma dispares
guando se trata das caracteristicas taxondmicas e funcionais. Com isso, o estudo
de solo pode ser um inovador acessorio para a ecologia, utilizando-se de uma
ecologia microbiana, o qual pode ser empregado nos ciclos biogeoquimicos
frente a solos que precisam ser processados 0s compostos necessarios, ou até
a fixacado de poluentes (CHOI et al., 2017).

A potencializacdo de estudos com solo pode auxiliar principalmente com a
construcdo de novas técnicas de confirmacdo dos solos afetados por
perturbacdes e até a prépria restauracédo do solo. Como a pesquisa em campos
de agricultura demostra altos impactos frente a diversidade taxonémica e
funcional, o qual possuem disparidade destas caracteristicas, trazendo o novo
tratamento do solo com misturas certas de microrganismos essenciais, em uma
amostra de solo, assim poder mistura-la ao solo impactado pela agricultura, e
possivelmente reabilitar a funcionalidade do solo (SOUZA et al., 2016).

Novos estudos utilizando a abordagem metagendmica de solos discutem
principalmente para baixa eficiéncia de se trabalhar os dados gerados pelas
etapas de bioinformaticas. Os pré-filtros, a normalizagdo digital e o

fracionamento, podem permitem que o0s executores de downstream se
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concentrem em um melhor diagndstico dos dados, tanto de baixa cobertura de
amostras quanto de alta variabilidade de uma amostra, sem que haja uma forte
consideracdo de mais recursos computacionais, como outros softwares e tempo
de processamento. Com isso, essa capacidade deve permitir uma melhoria
significativa das técnicas de montagem do metagenoma no futuro e fornecer as
referéncias criticas que permitirdo futuras investigacdes de solos e outros

ambientes complexos (HOWE et al., 2014).

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar e comparar os perfis de metagenémicos das comunidades
bacterianas de solos provenientes de areas de inundacgéo e reserva, na regido

de Nhecolandia, no Pantanal Sul Matogrossense.

Objetivos especificos

e Avaliar os parametros fisico-quimico das amostras de solos
provenientes de areas de inundacéo e reserva, na regidao do Pantanal
Sul Matogrossense;

e Determinar as sequencias das regides V3-V4 (bactéria) do DNA
metagendmico extraido das amostras de solos provenientes de areas
de inundacéo e reserva, na regido do Pantanal Sul Matogrossense;

e Classificar quanto a sua taxonomia as sequéncias de DNA das
amostras de solos provenientes de areas de inundacédo e reserva, na
regido do Pantanal Sul Matogrossense;

e Determinar a abundancia relativa e diversidade taxonémica da
comunidade bacteriana, frente aos diferentes parametros fisico-
quimicos das areas inundada e reserva das amostras de solos da

regido do Pantanal Sul Matogrossense.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de solo

As coletas de solos foram conduzidas na Fazenda Alegria na sub-regido da
Nhecolandia, Pantanal Sul-mato-grossense (Figura 1) de acordo com 0s pontos
geograficos na tabela 1 em julho de 2016, logo apds o periodo de cheia, inicio
do periodo da seca. Foram selecionadas duas areas, sendo frente ao impacto
sofrido incluindo a area de inundacéo sazonal (Figura 2), e uma area de reserva
(Figura 3), que de acordo com Barbiero e colaboradores (2002) s&o descritas
como vazante e cordilheira, respectivamente.

A area amostrada proveniente de inundacdo € caracterizada por estar
inundada em 50% do ano, sdo como canais naturais de escoamento lento da
adgua. E as amostras provenientes da area reserva foram coletadas nos pontos
de 50m adentro da cerca de contencao do gado. A area de reserva € dominada

por conter cobertura vegetal, tipica do Cerrado sensu stricto.
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Figura 1: Regido da Nhecolandia no Pantanal Sul Matogrossense, onde foram realizadas as
coletas das amostras de solos nas duas areas selecionadas, inundada e reserva, pela equipe de
trabalho. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
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Figura 2: Coleta das amostras de solos de area inundada no Pantanal Sul Matogrossense, nos
pontos determinados.

Os pontos foram demarcados considerando as variacbes espaciais
(gradiente topografico) dentro da area. A amostragem para a coleta de solo foi
composta por trés amostras para cada area, inundada e reserva, totalizando seis
amostras coletadas do solo Pantaneiro. Preservando uma distancia de
aproximadamente 100 metros entre cada ponto de coleta. Para cada amostra foi
retirado 10 fracOes aleatoriamente em uma &rea de 1 m?, e posteriormente foram
misturadas, afim de manter maior homogeneidade do solo, sendo realizado para

cada um dos pontos de coleta.
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Cada fracdo foi coletada com o auxilio de um cano de PVC com a
profundidade de 10 cm no solo e um raio de 2,5 cm (Figura 4). Posteriormente o
solo foi peneirado (2 mm de diametro) para remocéao de particulas grandes.
Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis.

Apéds a coleta, o material foi mantido em isopor com gelo até chegar ao
laboratorio de Biologia Molecular da S-Inova na Universidade Catélica Dom
Bosco e armazenados a -20° C.

As amostras de solo foram identificadas de acordo com a area e ordens
dos pontos que foram coletadas e com as localizagc6es geogréficas dispostas na
tabela abaixo (tabela 1). Sendo utilizado na identificagdo da letra “S” para solos,

as letras | e R para as areas de coleta: inundado e reserva respectivamente.

> £ % -
Figura 4: Instrumentos, martelo de borracha e cano PVC, utilizados para coletar as amostras de
solo no Pantanal, em Mato Grosso do Sul.
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Tabela 1: Identificacdo e localidade das amostras de solos do Pantanal Sul Mato-
grossense, regido da Nhecolandia, nas areas de inundacéo e reserva.

Areas do Ponto Nome Grau Longitude Latitude
Pantanal

1 *Sl.1 21 521939 7882412

Solos 2 *S1.2 21 521914 7882362
Inundado

3 *S|.3 21 521974 7882210

1 *»*SR.1 21 523185 7891573

Solos 2 SR.2 21 523231 7891559
reserva

3 *»*SR.3 21 523275 7891538

*Sl.(1): Solo Inundado seguido do numero da amostra; **SR.(_): Solo Reserva seguido do
namero da amostra.

Analise Fisico-quimico das amostras de solo Pantaneiro

A umidade do solo foi determinada segundo o célculo de unidade
gravimétrica descrito pela Embrapa (1997). Resumidamente, a amostra de solo
foi transferida para um cadinho, com peso previamente conhecido e transferida
para estufa a 105-110°C, deixando nesta condicao durante 24 horas. Apds esse
periodo de incubacdo as amostras foram retiradas da estufa e colocadas em
dessecador, por 10 min, até esfriar, e pesar novamente o cadinho.

A Andlise Fisico-quimico das amostras de solo do Pantanal Sul-mato-
grossense foi determina pela empresa SIAL SOLO - Analises Laboratoriais Ltda.
Para a devida andlise foi promovido um mix entre os solos de cada area,
determinado, entéo, dois amostras, separadas pela area, sendo uma para o solo

inundado e a outra para o solo de reserva.
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Extracdo de DNA

A extracdo direta de DNA da comunidade microbiana presente nas
amostras de solo, sendo trés réplicas bioldgicas da area inundada e trés réplicas
biolégicas da area de reserva, foram extraidas utilizando o Kit de extracao de
DNA para solos da Qiagen, DNeasy PowerSoil Kit, seguindo as indicacdes do

fabricante.

Quantificacdo do DNA das amostras de solo

A quantificacdo do DNA das amostras de solos do Pantanal, trés réplicas
bioldgicas para as amostras de solo Inundado e trés réplicas biolégicas para as
amostras de Reserva, foi realizado via Qubit® 3.0 Fluorometer da Thermo Fisher
(Life Tecnologies), seguindo as normas determinadas pelo fabricante.

Amplificacao do gene 16S rDNA

Para hibridizagéo da regido conservada do gene 16S rDNA, foi utilizado o
par de oligonucleotideos 27F [5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’] (LANE,
1991) e 1492R [5’- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'] (TURNER; PRYER;
MIAO; PALMER, 1999) o qual flanqueiam as regides do dominio bactéria
gerando um fragmento de aproximadamente 1450pb. Os fragmentos dos genes
do 16S rDNA amplificados via reagdo em cadeia da polimerase (PCR), seguindo
0 protocolo de tampédo da PCR: 1X de tampdao da Taq polimerase (Invitrogen);
3,0 mM de MgClI2; 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 0,25 mM de dNTPs;
1,0U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) com volume final da reagao 20 pl
ajustado com H20 MiliQ. O ciclo da reacéao foi realizado com desnaturacéo inicial
de 3 min a 94 °C, seguido por 35 ciclos com desnaturacao por 30 segundos a 94
°C, anelamento por 60 segundos a 50 °C e por ultimo, extenséo por 90 segundos
a 72 °C, seguido por uma extensao final de 7 minutos a 72 °C e resfriamento a
4°C.

Sequenciamento do DNA para Bactérias

O DNA extraido foi submetido o sequenciamento de DNA em larga escala,
pela empresa GenOne Solucdes em biotecnologia, localizada no Rio de Janeiro.
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Foi realizado o sequenciamento da regidao V3-V4, com amplificacdo de
fragmento de 466 bp utiizando os oligonucleotideos  341F
[CCTAYGGGRBGCASCAG] e 806R [GGACTACNNGGGTATCTAAT]. Obtendo
ao final as bibliotecas metagendmica do solo para andlises com auxilio de
ferramentas da bioinformética.

As bibliotecas de DNA foram geradas com NEBNext® Ultra TM Biblioteca
de DNA Prep Kit para Illlumina e quantificadas via Qubit.

As leituras do emparelhamento foram atribuidas as amostras com base em
seu codigo de barras exclusivo. Estas sequéncias foram mescladas, usando uma
ferramenta de analise muito rapida e precisa, o FLASH (2010). Com similaridade
de 97%, as sequéncias de DNA foram agrupadas as mesmas em Unidades
Taxondmicas Operacionais (OTUs). A andlise das sequéncias de DNA foi gerada
no Blast (ALTSCHUL et al., 1990) com QIIME (2010), que plota os resultados da
bioinforméatica em imagens, para anotacdo da classificacdo em cada nivel
taxondémico. A informacédo da abundancia das OTUs foi normalizada usando um
padrdo de numero de sequéncia correspondente a amostra com as menores
sequéncias. Com base nesses dados normalizados, obtidos pds filtragem, foram
geradas a diversidade alfa e beta para a comunidade bacteriana.

A diversidade alfa foi aplicada na anélise da complexidade da diversidade
de espécies para uma amostra de trés indices de diversidade, sendo espécies
observadas, Shannon e Simpson. Todos esses indices de diversidade foram
calculados via o QIIME (2010) (Versao 1.7.0).

Para a diversidade de beta foi determinada pelo QIIME (2010) para a matriz
unifrac ponderado e ndo ponderado. Analise de coordenadas principais (PCoA)
foi realizada para obter coordenadas principais e visualizar dados complexos e
multidimensionais. A analise de PCoA foi exibida pelo pacote stat no software R
(Versao 2.15.3). Para o0 método simples de agrupamento hierarquico aritmético
(Unweighted Pair Group method using arithimetic averages - UPGMA) foi
realizado como um tipo de método de agrupamento hierarquico para interpretar
a matriz de distancia, do PCoA, usando a ligacdo média e foi conduzido pelo
software QIIME (Verséo 1.7.0).

A analise de Linear discriminant analysis effect size foi conduzida pelo
software LEfSe (SEGATA et al., 2011). O valor de P foi calculado pelo método
de teste de permutacéo, enquanto o valor de g foi calculado pelo método da
False Discovery Rate de Benjamin e Hochberg (2009). Anosim, MRPP e Adonis
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foram realizados pelo software R (pacote Vegan: fungédo anosim, fungédo mrpp e
funcdo adonis).

O teste estatistico das diferencas taxondmicas foi calculado pelo software
Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (STAMP) versao 2.0.0 (PARKS e
BEIKO, 2010), com mdltipla correcao de Bonferroni (P < 0,05) (cobertura nominal
de 95%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Coleta das amostras e analises dos parametros fisico-quimicos

Neste estudo, foram apresentadas informacfes sobre a comunidade
bacteriana presentes em amostras de solos do bioma Pantanal por meio da
técnica metagendmica seguido por sequenciamento de DNA.

O resultado referente a avaliagdo da umidade entre amostras de solo, esta
apresentado na Tabela 2. A média do percentual da umidade do solo pantaneiro

na area inundada foi de 21,79%, sendo que na area de reserva foi de 18,93%.

Tabela 2: Valores em porcentagem de umidade das amostras do solo, nos pontos da coleta
de areas de inundacéo e reserva, no Pantanal Sul-mato-grossense.

Amostras de solo Umidade (%)
*Sl.1 22,56
*Sl.2 21,8
*S1.3 21,02
**SR.1 18,8
**SR.2 19,45
**SR.3 18,56

*Sl.(): Solo Inundado seguido do numero da amostra; *SR.(_): Solo Reserva seguido do
ndmero da amostra.
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Perante as medidas do percentual da umidade do solo pantaneiro na area
inundada a média foi de 21,79%, sendo que na area reserva a média
apresentada foi de 18,93%, destacando a presenca de umidade mais elevada
na &rea inundada quando comparada a area nativa. Essa diferenca de umidade
no solo € apresentada no estudo de Ma e colaboradores (2018), o qual a variante
de agua, umidade no solo, pode causar interferéncia direta aos micro-
organismos no ambiente, além de promover a troca dos elementos nutritivos do
solo.

As diferencas e semelhancas foram obtidas por meio da analise das
propriedades fisico-quimicas das amostras de solo como dispostas na Tabela 3.

Andlise fisico-quimica dos solos do Pantanal, estéo dispostos na Tabela 3.
O diagnéstico das propriedades fisico-quimicas das amostras de solo nas
diferentes &reas, inundada e reserva, demonstraram que o pH do solo aferido foi
acido, a area inundada com carater mais acido, pH 5.0, que a area de reserva,
6.1 (Tabela 3). JA em relacédo a distribuicdo das particulas de solo, ambas as
areas demostram parametros similares quanto a argila, areia e silte,
sobressaindo a quantidade de areia na composi¢ao do solo.

Aos parametros de micronutrientes apresentaram variacdes pertinentes
entre as areas de estudo, inundada e reserva. Embora os valores para o cobre
(Cu) e ferro (Fe) tenham sido observados com uma diferenca significativa maior
na area de inundagédo. Em contraponto, para magnésio (Mg) e célcio (Ca) foram
mais destacados na area da reserva.

Os parametros fisico-quimicos, como pH e fosforo (P), apresentados
corroboram com o Cardoso e colaboradores (2018), sendo o diagnéstico das
propriedades fisico-quimicas das amostras de solo nas diferentes areas,
inundada e reserva, demonstraram que o pH do solo aferido foi acido. Os fatores
abidticos, como o pH, sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia dos
micro-organismos, principalmente com as comunidades bactérias (SEXSTONE
et al., 1985) (PHILIPPOT et al., 2013).

O pH é a propriedade fisico-quimico de maior relevancia quando se avalia
a comunidade bacteriana, entretanto existem outras caracteristicas, tais como a
porcentagem de umidade do solo, concentracdo de matéria organica e até
mesmo a quantidade de ferro e fosforo, presentes no solo que também sao
seletores de comunidades bacterianas (ESPENBERG 2018) (REN, 2018).
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas das amostras de solo de areas de inundacéo e
reserva coletadas no Pantanal Sul-mato-grossense.

Propriedades

fisico-quimicas

Solo Inundado

Solo Reserva

Argila
Areia
Silte
pH

P

Cu

Fe

Mn

Matéria Organica

Ca

Mg

Al

Al +H

(%)

(CaCl2)

mg/dm3

mg/dm3

mg/dm3

(mg/dm3)

(mg/dm3)

(mg/dm3)

(g/dm3)

(mmol/dms3)

(mmolc/dms3)

(mmol/dm3)

(mmolc/dms3)

(mmolc/dm3)

110

854

36

5,0

7,0

0,16

1,38

541,5

0,52

102,2

26,3

17

3,0

1,7

1,0

20

107

851

42

6,1

16

0,12

0,37

19,84

1,31

163,1

21,2

34

8,0

1,3

1,0

10
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O Ministério do Meio Ambiente (2007) j& demonstrava relagéo a distribuicdo
das particulas de solo, o Pantanal dispde da caracteristica de solo arenoso, em
ambas as amostragens, e baixo teor de fertilidade, sendo que apenas 4% da
regido possa ter alta fertilidade, também como proposto por Pereira e seus
colaboradores no estudo em 2012. Também estdo de acordo com a maior
concentracdo do fosfato (P) na area de reserva, onde se encontra a floresta
semidecidua no estudo de Cardoso, o qual tem maior disponibilidade assim
como o sodio (Na). O pH é considerado por Lauber e seus cooperadores (2008)
o melhor parametro fisico-quimico que se encaixa para identificacdo taxondmica
das bactérias. Contudo Ma e colaboradores (2018) estabeleceu uma correlacao
entre o pH do solo e a umidade, sendo que o primeiro, pH, consegue determinar,
previamente, um perfil dos micro-organismos (TRIPATHI et al., 2016); e o
segundo, umidade, € um fator limitante para os micro-organismos. Dessa
maneira, estes dois parametros estdo em uma mesma sintonia, a qual o solo
com maior umidade tem como caracteristica uma acides mais elevada, como
demonstrado para os solos do Pantanal e os estudos também com solos Umidos

em outros biomas do mundo.

Extracédo de DNA metagendmico

O resultado da extragéo direta de DNA foi avaliado via gel de agarose 0,8%.
Como esperado, foi possivel observar a presenca de DNA metagenémico
extraido com sucesso para todas as amostras de solo, como visualizado na
Figura 5. As concentracdes do DNA para os locais de coleta estédo dispostas na
Tabela 4.

As amostras extraidas de DNA tiveram pequena variacao entre 14 a 20
ng/uL, demonstrando a eficiéncia na obtencdo do DNA, sendo necessario
10ng/uL para a realizacdo do sequenciamento de DNA deste.

Para a avaliacdo da integridade do DNA foi realizado a técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR), amplificando o gene 16S rDNA (Figura 6). Apos
confirmacéo da amplificacdo do gene 16S rDNA fica relatado a disponibilidade
do DNA para com o sequenciamento de DNA em larga escala via plataforma

Hiseq.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2016.00376/full#B61
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Figura 5: Gel de agarose 0,8% de extra¢cdo do DNA das amostras solos, area inundada e area
reserva, do Pantanal. Disposto do marcador molecular 1Kb plus seguido SlI1.1: Solo Inundado
ponto 1; SI1.2: Solo Inundado ponto 2; SI1.3: Solo Inundado ponto 3; SR1: Solo de Reserva
ponto 1; SR2: Solo de Reserva ponto 2; SR3: Solo de Reserva ponto 3.

Tabela 4: Quantificacdo das amostras de DNA extraidas de solos do Pantanal Sul-mato-
grossense. Amostras de solo Inundado e de Reserva.

Amostras Concentracéo (ng/ pL)
Sl.1 (solo inundado 1) 20
S1.2 (solo inundado 2) 14
SI.3 (solo inundado 3) 15,4
SR.1 (solo reserva 1) 22
SR.2 (solo reserva 2) 14,3

SR.3 (solo reserva 2) 15,6
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Figura 6: Gel de agarose 0,8% das amplificacdes, gene 16S rDNA, da extracédo do DNA das
amostras solos, area inundada e &rea reserva, do Pantanal. A: Tamanho de fragmento esperado
(1450pb) do gene 16S rDNA.

Como ressaltado por Santos e seus colaboradores (2002), no trabalho
isolamento e amplificacdo de DNA de amostras de solo como ferramenta para
avaliar a diversidade das populacbes de bactérias em solos Agricolas. da
Embrapa agrobiologia, que a amplificacdo via PCR de primers de micro-
organismos, por mais brandos que sejam esses no ambiente, € possivel a
deteccdo destes. Demonstrando tanto a concentracdo de DNA metagendémico
(Tabela 4) quanto a presenca de bandas no gel de agarose (Figura 6) a
viabilidade do DNA metagendmico para 0 envio para a realizagdo do
sequenciamento de DNA. Para tal realizacdo, a empresa GenOne solicita o envio

de aproximadamente 10ng/uL do DNA metagendmico para cada amostra.

Analise da comunidade microbiana do solo

Um total de 592.401 leituras brutas (154.087.046pb) foram geradas a partir
das trés réplicas metagendémicas de solo provenientes da regido inundada (SI)
(Tabela 5), sendo 215.828 (82.676.634 pb) e 376,573 (71.410.412 pb)
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representativas do gene 16S rDNA, regido V3-V4, com comprimento médio de
416 pb.

Para as amostras do solo da regido de reserva (SR), foram geradas
409.189 leituras brutas (121.740.020 pb) (Tabela 5), constituindo 217.139
(82.716.382 pb) para a regido genica V3-V4, com 418pb de comprimento médio.
Um total de 25.566 (4,3%) leituras ndo foram combinadas para as amostras da
area inundada, as quais foram geradas durante o corte QC (Quality Control)
antes mesmo do procedimento de anotacdo metagendmica. E 35,788 (8,7%)

leituras de baixa qualidade foram removidas das amostras de solos da reserva.

Tabela 5: Analise das sequéncias brutas processadas e filtragem de Quality Control (QC)
a partir da andlise de sequenciamento de metagenoma para areainundada, e area reserva,
de ambos os primers sequenciados.

Percentual

Amostras thal Ieitura}s Ieitura}s nao combinado Base (bp)
leituras combinadas combinadas (%) combinadas
SI.1 181.161 173.822 7.339 95.11 47808.029
SI.2 203.041 192.634 10.407 94.43 53565.279
SI.3 208.199 200.379 7.82 95.25 52713.738
Total 592.401 566.835 25.566 94.93 154087.046
SR.1 125.94 112.834 13.106 89.27 38221.729
SR.2 155.389 144.971 10.418 93.26 45807.509
SR.3 127.86  115.596 12.264 90.37 37710.782

Total 409.189 373.401 35.788 90.96 121740.02
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A partir destes resultados presente no estudo, foi possivel detectar
diferencas significativas referentes a abundancia relativa de filos e classes das
regides bacterianas (V3-V4) quando considerando (a 0.05) (p-value < 0,01) para
as amostras de solo do Pantanal (Figura 7). Para os filos bacterianos destacam-
se os Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia, Tectomicrobia e Thaumarchaeota
(Figura 8).

[l Proteobacteria
SIL Il Actinobacteria
[ Acidobacteria
[ Chioroflexi
SIL.2 [ Firmicutes
[ Gemmatimonadetes
[ Verrucomicrobia
SIL.3 [ Bacteroidetes
[ Planctomycetes
. Nitrospirae
SR1.2 [0 others
l SR1.1
SRL3
Unweighted Unifrac Distance 6 0 |25 0|5 0 |75 Il
0 005 01 015 02 Relative Abundance in Phylum Level

Figura 7 : Dendograma da analise de agrupamento com base na distancia euclidiana para a
comunidade de bactérias, regido V3-V4, para amostras de solo do Pantanal, &reas inundadas
(S1) e reserva (SR).

O estudo teve a analise da diversidade microbiana a qual revelou a
existéncia de comunidades diversas, mas amplamente consistentes.
Proteobactérias, Actinobactérias e Firmicutes predominaram na pesquisa de
sequenciamento de DNA, destacado pela presenca em regides de lagos tropical
(PAUL et al., 2016).

Para o Dendograma da comunidade bacteriana pode-se destacar trés filos
como o0s mais abundantes, sdo estes, Proteobacteria, Actinobacteria e
Acidobacteria; os quais também séo reconhecidos em outros estudos nos solos
do Brasil (PAJARES et al., 2018) (DE ARAUJO et al., 2017) (DE CASTRO et al.,
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2016) (CATAO et al., 2014 a), principalmente no bioma Cerrado (VIERA et al.,
2018), o qual é grande destaque, quanto abundancia, no bioma Pantanal.

O filo Proteobacteria € comumente encontrado em destaques para com
outros estudos referentes a zonas umidas e/ou alagadas (LI et al.,2018) (ZANG
et al.,, 2017) (ZANG et al., 2018 a). Aléem de corroborar com de Castro e
colaboradores (2016), quanto a presenca de umidade que promove um aumento
na abundancia de Proteobactérias e também destaca a associacao de aquisicdo
de ferro, frente a seca, abrindo a possibilidade de influéncia no elevado teor de
ferro encontrado nas amostras de solo em area alagada, enquanto ha baixo teor
na area seca. Zhang e seus colaboradores (2018 b) explicam que estes micro-
organismos no solo sdo mais suscetiveis ao meio ambiente, essas diferencas se
devam aos ambientes naturais das regides (CHUNG et al., 2018) (ZHANG et al.,
2017).

De acordo com Carvalho e seus colaboradores (2018) os solos de Savana
brasileira com maior cobertura vegetal, diversidade de plantas, tende a obter
maior biomassa de micro-organismos, confirmando os resultados obtidos neste
estudo, para bactérias, o qual h4 uma abundancia consideravel para a regido da
area reserva.

Para os géneros mais abundantes em cada area foi montado o grafico de
barras, para melhor visualizacdo da distribuicdo dos dez géneros com maior
relevancia. Os géneros bacterianos estéo dispostos na figura 8, a qual é possivel
observar os géneros Pseudarthrobacter, Bacillus, Acidothermus, Bradyrhizobium
e Rhodomicrobium com maior abundancia relativa na area inundada,
destacando os dois primeiros como géneros mais encontrados no solo
pantaneiro, o0s demais géneros, como RB41, Candidatus_Solibacter,
Pseudolabrys, H16, Gaiella e classificados como outros, apresentam maior
abundéancia para a area de reserva. Além de, mais de 50% dos géneros em
ambas as areas que estao identificados com outros, por ndo apresentarem uma
abundancia relativa significativa dentre os 10 mais géneros encontrados nas

areas de estudo.
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Figura 8:Gréfico dos 10 géneros bacterianos com maior abundancia relativa nas areas inundada
e reserva de coletas na regido Nhecolandia no Pantanal Sul-mato-grossense.

Nos estudos do Zhang e colaboradores (2018 a) com areas humidas os
géneros Pseudarthrobacter, Bacillus, Acidothermus, Bradyrhizobium,
Rhodomicrobium, Candidatus_Solibacter, Pseudolabrys e Gaiella também foram
observados, corroborando com este estudo. Pseudarthrobacter se destacou por
se 0 género dominante no fator de radiacéo solar, sendo que neste estudo a area
inundada se encontra em campo aberto, obtendo radiacdo direta prevalecendo
0 género nesta area, diferentemente da area reserva que ha prevaléncia de
vegetais arbdéreas que diminuem a incidéncia de radiagdo solar. O género
Acidothermus se destacou como dominante na regido com maior prevaléncia de
agua. Estes géneros, destacados neste estudo, podem ser micro-organismos
chaves de trabalhos futuros com o solo do Pantanal, afim de delinear melhor as
metodologias tanto de caracteriza¢do quanto de recuperacao das areas.

Adicionalmente, Wang e colaboradores (2018 a) relata que os géneros
Pseudarthrobacter e Bacillus sdo encontrados em diferentes niveis de solos e
também como principal relagdo foram por serem o0s mais abundantes na
presenca de Fe, sendo altamente eficazes na solubilizacdo. Além disso de
acordo com Zheng e colaboradora (2019), demonstram a abundancia de Bacillus

em relacdo as comunidades bacterianas importantes na mobilizacdo de fosforo
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(P) no solo. Padro e colaboradores (2011) destacam o género Bacillus nos solos
do cerrado brasileiro, corroborando com o observado em nossos estudos, ele
justifica a presenca desse género principalmente pela caracteristica acida do

solo, a qual também oscila a mesma faixa de pH encontrada no solo pantaneiro.

Alfa e Beta diversidade da microbiota do solo

Andlise taxonémica demostra a presenca de 39 filos bacterianos. Os 10
filos mais abundantes em ambas as areas sdo Proteobacteria, Actinobacteria,
Firmicutes, Acidobacteria, Chloroflexi, Gemmatimonadetes, Verrucomicrobia,
Nitrospirae, Tectomicrobia, Thaumarchaeota e os demais filos, na sequéncia de
maior representatividade. Quatro desses filos sdo mais abundantes na area
inundada como Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Chloroflexi, os
demais séo destacados na &rea reserva. Contudo, foram encontrados trés filos
exclusivos para solo inundado (SI), identificados como Berkelbacteria,
Absconditabacteria e Cloacimonetes; e dois filos para o solo reserva (SR),
identificados como WS2 e WS6.

O diagrama de Venn disposto na figura 9 demonstrou 3.900 OTUs para a
area reserva e 3.705 OTUs para a area inundada, e 2.809 OTUs semelhantes
gue sdo compartilhadas nas areas. Juntamente com o grafico da figura 10 que
compara o niumero de sequencias com o numero de OTUS produzidas em
ambas as areas, e que também apresentam disposicdes semelhantes.
Relacionando que as amostras de solo produziram uma quantidade semelhante
de OTUs por sequencias, e as areas obtiveram um expressivo compartilhamento
de OTUs. Dentre alguns dos filos que sdo compartilhados pelas areas estdo as
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chlorobi, Chloroflexi,
Cyanobacteria, Deinococcus, Elusimicrobia, Fibrobacteres, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Hydrogenedentes, Ignavibacteriae, Latescibacteria,
Nitrospirae, Planctomycetes Proteobacteria, Saccharibacteria, Spirochaetes,

Tectomicrobia, Thermomicrobia e Verrucomicrobia.
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Reserva Inundado

Figura 9: Diagrama de Venn para as areas inundada e reserva do Pantanal Sul-mato-grossense.
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Figura 10: A curva de rarefagdo com os nimeros de OTUs bacterianas observadas por nimero
de sequencias amostradas entre as areas Inundadas (linha azul), e Reserva (linha vermelho).
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Com base nos resultados demonstrados na Tabela 6 de diversidade alfa
das comunidades bacterianas, nas amostras de solo reserva (SR) apresentaram
maiores valores referentes aos valores de Shannon. O indice de calculo de
diversidade possuiu média de 9.268 para Shannon para a area reserva (SR), e
8.476 para a area inundada (Sl). Com o destaque para a amostra SR1 (solo de
reserva ponto 1) mais diversa perante Shannon. Os valores dos indices de
diversidade referentes ao Simpson foram préximos nas areas estudadas sendo
a média de 0.994 para a area reserva e para a area inundada foi de e 0.993, com
destaque para as amostras SR1 e SR3 (solo de reserva pontos 1 e 3) em
conjunto para Simpson. Assim como para o numero de espécies observadas em
ambas as areas de estudo; inundado que teve média de 2.551, em contraponto

média de espécies observadas ha area reserva de 2.531.

Tabela 6: NUmero estatisticos das sequéncias bacterianas de Shannon e Simpson, para
amostras de solo do Pantanal, area inundada e reserva.

Amostras Spp_Obs Shannon Simpson
*Sl.1 2625 9.096 0,993
*S|.2 2546 8.126 0,961
*SI.3 2482 8.205 0,960
Média 2551 8,476 0,993
*SR.1 2437 9.381 0,996
**SR.2 2693 9.060 0,989
**SR.3 2463 9.362 0,996
Média 2531 9,268 0,994

*Sl.(1): Solo Inundado seguido do ndmero da amostra; **SR.(): Solo Reserva seguido do
ndmero da amostra.
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A andlise de beta diversidade gerada no gréfico PCoA (Figura 11), foi
determinada por meio da distancia ndo ponderada, Unweight UniFrac. Por meio
desta analise foi possivel observar para a area inundada obteve uma
similaridade na analise, esta pode ser interpretada como a menor variabilidade
de bactérias. Diferente para a area de reserva a qual apresentou maior riqueza
de micro-organismos, possibilitando uma diferenciacdo maior entre as amostras
sequenciadas. Juntamente, a analise do dendograma corroborou com o gréfico
de PCoA (Figura 11), o dendograma filogenético das bactérias podemos
destacar 3 filos: Proteobacteria, Actinobacteria e Acidobacteria; além de
apresentar a amostra SR.2 que obteve menor similaridade com as amostras do

préprio grupo, reserva.

PCoA - PC1vs PC2
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Figura 11: Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) das amostras bacterianas de solos do
Pantanal. Essa andlise foi baseada no agrupamento das matrizes de similaridade Unweight
UniFrac ndo ponderada.

No estudo de Segata e seus colaboradores (2011), o LEfSe (Linear
discriminant analysis effect size) pode ser aplicado a varios dados, inclusive aos

dados ambientais. Possibilitando afirmar com maior convicgédo os biomarcadores
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e gque em conjunto com o Stamp apresentaram similaridade frente aos taxons
bacterianos, com a classe Clostridia para area inundada, e classe Termolephilia
para reserva, isso pode ser devido ao Stamp poder comparar pares unicos de
metagenomas como dito por Parques e Beiko (2010) corroborando com as mais
analises do LEfSe.

No presente estudo foi possivel a identificacdo, através da Analise
Discriminante Linear (LDA), das bactérias como provaveis biomarcadores em
ambas as éareas de estudo analisadas. Perante o exposto na figura 12 foi
possivel observar os possiveis biomarcadores para a area inundada, como: a
classes Clostridia e “desconhecidas” de Actinobacteria, Ordens Micrococcales e
Clostridiales; Familia Micrococcaceae; e Género Pseudarthrobacter. E para a
area reserva foram encontrados os taxons como possiveis biomarcadores 0s:
Filos Acidobacteria e Gemmatimonadetes; Classes Thermoleophilia e
desconhecidas de Gemmatimonadetes; Ordens Solirubrobacterales e

Gemmatimonadales, e Familia Gemmatimonadaceae (Figura 12).
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Figura 12: Gréfico LDA, Biomarcadores bacterianos de solo do Pantanal.
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A promogéao da identificacdo de biomarcadores tem confirmado, cada vez
mais, ser um dos meios mais promissores, sendo bem-sucedidos e amplamente
aplicaveis, de traduzir dados moleculares e genbémicos, diz Segata e seus
colaboradores (2011). Para Wang e seus colaboradores (2018 b) solos humidos
e a baixa concentracdo de P est4 ligado diretamente com a classe Clostridia,
além de apresentar correlacdo negativa com o filo Acidobacteria, corroborando
com nosso estudo, onde a maior concentracdo de P (fosforo) na area reserva,
conforme exposto na figura 12.

De acordo com a Figura 13 sdo demonstrados quatro filos bacterianos com
a relevancia significativa para a area inundada, o qual houve um aumento dos
filos na area inundada quando comparado com a area de reserva, como
Euryarchaeota, Ignavibacteriae, Spirochaetes e Fibrobacteres; por outro lado
houve uma diminuicdo de dois filos frente a area inundada quando comparado
com a reserva, como Acidobacteria e Thermomicrobia. Destacando a maior
disparidade, frente a abundancia, que obteve um aumento mais significativo na
area reserva, no filo Acidobacteria.

O filo Euryarchaeota é destacado como um dos 10 filos mais dominantes
em amostras de solos das areas humidas e alagadas estudadas por Zhang e
seus colaboradores (2018 a), corroborando com o estudo, onde ha um aumento
significativo, determinado pelo STAMP, do filo na area inundada. Além disso a
classe Methanomicrobia, a qual também h& destaque no STAMP para 0 aumento
na area inundada, é pertencente ao filo Euryarchaeota.

O filo Acidobacteria teve uma diminui¢cdo na area inundada e o0 aumento na
reserva, indo de acordo com Castro e colaboradores (2016), com relacéo a solos
do Cerrado frente a chuva e seca, o qual também demonstra o aumento do filo
no periodo de seca em campo sujo. De acordo com Catéo e colaboradores (2014
b) o filo Acidobacteria € de extrema importancia para entender melhor os papeis
ecolégicos dos micro-organismos no solo. Assim como corrobora com o Aradjo
e seus colaboradores (2012) que este é o um dos filos mais dominantes em solos
de Savana (Cerrado), sendo o Pantanal uma regido de Savana alagada (NUNES
DA CUNHA et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Methanomicrobia&action=edit&redlink=1
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Figura 13: Proporgéo de abundéancia relativa referente a comunidade bacteriana (V3-V4) entre
a area inundada, em azul, e reserva, em verde, sendo A para Filo e B para Classe. O grafico
demonstra primeiramente a proporcdo média de filos e classes bacterianas, a diferengca nas
proporgdes médias para cada grupo analisado e por Gltimo o p -value indicando se a proporgao
média € igual para uma determinada amostra.

Esta significativa diferenca de Acidobactérias encontrada entre as duas
areas de coleta esta correlacionada ao pH, que apresentou maior riqueza em
solo nativo, sendo que este com o pH menos &cido ao solo inundado, esta de
acordo com Catéo e seus colaboradores (2014 a) que verificou a correlacao
negativa entre abundancia de Acidobactérias e o pH de solos entre biomas,
como o Cerrado. Para o perfil de classes que mostraram maior estrutura no solo
inundado com nove classes mais significativas, em comparagdo as quatro
classes no solo de reserva, assim como proposto no Zhang e seus colaboradores
(2017), que as taxas bacterianas sdo significativamente mais diferentes em
zonas humidas, abrangendo também a classe de Betaproteobacteria, que é

prevalente em sedimentos fluviais.
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A Classe Clostridia, que apresenta um aumento da propor¢ao quando a
area € inundada, pertencente ao filo Firmicutes, o qual no trabalho de Castro e
colaboradores (2016) também apresenta um aumento do filo no cerrado sujo.
Como o Pantanal é considerado um Cerrado alagado, por Junk (2013), e no
estudo realizado nesse trabalho, diversos taxons apresentam semelhanca de
perfil ao bioma Cerrado, inclusive o comportamento na presenca de agua, visto
no trabalho de Castro e seus colaboradores (2016), a integracdo dos estudos
corroboram as analises de interpretacbes das sequéncias do DNA
metagenOmico de solo pantaneiro. Para Wang e colaboradores (2018 b) os
taxons Clostridia e Betaproteobacteria sdo destacados como taxons de areas
inundadas, entretanto ambos apresentam comportamento diferenciado quando
dispostos a concentracbes de agua e fésforo no ambiente, contrapondo o
observado no grafico gerado pelo STAMP.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVA

Neste estudo, baseado na extracao direta do DNA de amostras de solos e
sequenciamento do gene 16S rDNA, sub-regido V3-V4, foi possivel identificar
taxonomicamente as comunidades bacterianas presente nas amostras das
areas inundada e reserva do Pantanal Sul-mato-grossense. Como base dada na
analise de sequenciamento de DNA, pode-se perceber que a disponibilidade da
presenca de agua pode ser considerada um fator abidtico, que influencia na
composicao da comunidade bacteriana.

Desse modo, houve significativas alteragbes em relacdo ao perfil
taxondmico das bactérias presentes nos solos da regido de Nhecolandia,
localizada na parte alagada do Pantanal. Demonstrada pelo grafico PCoA a
proximidade dos pontos da area inundada em comparacgéo a reserva, a qual,
esta Ultima, exibe uma maior rigueza bactéria dada a distancia das coordenadas.

A semelhanca do bioma Pantanal com o Cerrado, tanto nas fitofisionomias
de flora quanto fauna, também apresenta comportamentos do perfil da biomassa
bacteriana e seu comportamento com a presenca de agua, ao cerrado campo
sujo, quando observados o comportamento dos filos Proteobacteria,
Actinobacteria e Acidobacteria, que sdo os mais abundantes em ambos os
biomas. Além do mais, a area inundada demonstrar um perfil, com os taxons de
géneros Pseudarthrobacter, Bacillus, Acidothermus e Bradyrhizobium, que séo
semelhantes a outros estudos com amostras com as mesmas caracteristicas
encontradas em outras regiées do mundo.

A promocdo do estudo, do mesmo modo, ressalta a presenca do
biomarcador, como o género Pseudarthrobacter que esta diretamente ligado a
presenca de agua no solo. Mesmo que ainda haja mais fatores de interacdes
promotores de mais estudos de ambas as areas, ja € um novo passo para as
novas descobertas metagendmicas de solos.

A diversidade de taxons presentes no Pantanal e a dindmica destes frente
ao longo periodo de inundacdo tomam grande impulso, mas ainda ha
necessidade de novos estudos; principalmente em relagédo a funcionalidade
desses microrganismos no ambiente de interesse, que possuem diversos genes
funcionais a serem estudados. Como € o primeiro estudo desse porte, com a
técnica de metagendmica, nos solos do Pantanal que pode detalhar os taxons,

como os filos e géneros presentes no bioma, esse pode potencializar e direcionar
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os futuros estudos, sendo mais detalhados nas areas de interesse, auxiliando
em melhores estratégias de estudos na regido. Acrescentando mais ainda a
promocdo do Pantanal como um bioma a ser olhado com curiosidade e
crescimento na pesquisa; demonstrando seus potenciais biotecnolégicos nas
diversas areas de atuacdo, como na biorremediacdo ou busca de novos genes

de interesse.
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