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Resumo

O Dominio Archaea vem sendo descrito principalmente através de técnicas
moleculares, independentes de cultivo e, atualmente, € dividido em dois filos
formalmente aceitos, Crenarchaeota e Euryarchaeota, além de quatro outros propostos
— Korarchaeota, Nanoarchaeota, Thaumarchaeota e Aigarchaeota. Uma vez que
sequéncias do gene de rRNA 16S de Archaea foram descritas a partir de amostras de
diferentes ambientes, as archaeas passaram a ser consideradas organismos ubiquos
na natureza. Este trabalho tem como objetivo caracterizar a riqueza de archaeas em
amostras de solo de Cerrado - a principal vegetacdo do Brasil Central, sendo a
segunda maior do pais. O DNA metagendmico de amostras em duplicata de solos
provenientes de duas fitofisionomias distintas, cerrado denso e mata de galeria, foi
extraido empregando-se o PowerSoil DNA Isolation Kit (MOBio Laboratories Inc.). A
construcdo de bibliotecas genbmicas foi feita a partir de experimentos de PCR, com
iniciadores Archaea-especificos, visando amplificar regides do gene de rRNAL6S a
partir do DNA extraido das diferentes amostras. Os resultados obtidos a partir dos
fragmentos sequenciados revelaram identidade com o dominio Archaea em 96% das
sequéncias, todas pertencentes ao filo Crenarchaeota (possivelmente
Thaumarchaeota), principalmente aos grupos I.1b e I.1c. Somente nas amostras de
Mata de Galeria foram encontradas sequéncias do grupo l.1a. A riqueza de Archaea foi
maior em cerrado denso do que em mata de galeria. Os calculos ndo-paramétricos tais
como as curvas de rarefacdo indicam que a amostragem do ambiente foi adequada. As
amostras das duas fitofisionomias apresentam diferencas significativas pelas técnicas
estatisticas de [-diversidade [-Libshuff e pelo grafico de Analise de Principais
Coordenadas (PCA).



Abstract
The domain Archaea has been described mostly by culture-independent methods.

Currently it is divided into two well accepted phyla, namely the Euryarchaeota and
Crenarchaeota, and an additional four proposed phyla: Korarchaeota, Nanoarchaeota,
Thaumarchaeota and Aigarchaeota. Since their 16S rDNA sequences have been
described from diverse ecosystems not classified as extreme, Archaea is now
considered ubiquitous and not a domain of only extreme organisms. This work
describes the richness of the Archaea domain retrieved from soil samples of the
Cerrado biome — the main vegetation of Central Brazil and second largest biome in the
country. The metagenomic DNA from two replicas of each two distinct
phytophysiognomies, cerrado denso and mata de galeria, was extracted using the
PowerSoil DNA Isolation Kit (MOBio Laboratories Inc.). The four DNA libraries were
constructed through PCR amplification of the 16S rDNA using Archaea-specific primers.
Our results reveal that 96% of the sequenced fragments have identity with the domain
Archaea. All of these sequences are from the phylum Crenarchaeota (possibly
Thaumarchaeota), predominantly affiliated to group 1.1b and l.1c. Sequences afilliated
to the group l.1a were only found on the soil from mata de galeria. The soils from
cerrado denso have a greater richness of Archaea than those from mata de galeria. The
non-parametric estimatives showed that both the environments have been well
sampled. There is a significant difference between the soil samples of the two
phytophysiognomies shown by the statistical test of [-Libshuff and by the Principal
Coordenates Analysis graphic (PCA).



1. Introducao

O conhecimento sobre a riqueza e distribuicdo dos organismos em ambientes
naturais é essencial para o estudo e entendimento dos mecanismos envolvidos nas
relacdes de comunidades ecoldgicas, bem como para o desenvolvimento de medidas e
politicas de conservacgao.

Curiosamente, embora 0os microrganismos compreendam a maior biodiversidade
do nosso planeta, pouco € conhecido sobre sua distribuicdo e seus papéis ecoldgicos
em ambientes naturais. Neste sentido, estudos envolvendo a ecologia microbiana vém
sendo realizados visando descrever as comunidades microbianas para responder as
seguintes questdes: Quem sdo? Onde estdo? Quantos sdo? O que fazem? Como
estuda-los?

O solo, foco de estudo de microbiologia ambiental, € um ecossistema que possuli
grande diversidade de microorganismos (Torsvik e Ovreas, 2002). A importancia da
comunidade bacteriana no solo € reconhecida, mas informacfes sobre a funcdo das
archaeas e sua ubiguidade nos ecossistemas terrestres sao ainda recentes (Jurgens et
al., 1997; Kemnitz et al., 2007).

O dominio Archaea, proposto em 1990 (Woese et al.,1990), é composto por
procariotos cujas células diferem em caracteristicas moleculares, fisiolégicas e
estruturais, quando comparadas aquelas do dominio Bacteria. Na época de sua
descoberta, as archaeas foram classificadas erroneamente como ancestrais das
bactérias- reino Archaebacteria. No entanto, foi observado posteriormente que tais
microorganismos possuem caracteristicas peculiares e exclusivas, além de possuirem
algumas similaridades com os outros dois dominios. Alias, foi verificado que Archaea
compartilha um ancestral comum mais préximo a Eucarya que a Bacteria.

Inicialmente, Archaea era sinbnimo de organismos extremofilos, por serem
isoladas apenas de ambientes de pH, pressédo, salinidade e temperaturas extremas.
Entretanto, hoje em dia, estes organismos sdo encontrados em todo tipo de ambiente

e, por isso, sdo considerados ubiquos.



Esta dissertacdo de mestrado tem como objetivo analisar a presenca de membros
do dominio Archaea em solos de duas fitofisionomias de Cerrado, o segundo maior
bioma do Brasil, por meio da analise comparativa de sequéncias de DNA amplificadas
por reacOes de polimerizacdo em cadeia, empregando-se iniciadores dirigidos a genes
de rRNA 16S. Assim, este trabalho visa trazer informacdes acerca da distribuicdo de

um grupo de organismos muito pouco estudados no Cerrado.



2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

° Analisar a ocorréncia de membros do Dominio Archaea em solos do bioma

Cerrado

2.2. Objetivos Especificos

o Caracterizar a riqueza de archaeas no solo de duas regifes fitofisionémicas —
Cerrado Denso e Mata de Galeria — da Reserva Biologica do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), reserva esta representante do bioma Cerrado

o Utilizar o gene do rRNA 16S como marcador filogenético para construcdo de
bibliotecas genémicas.

o Correlacionar os grupos taxondmicos encontrados nas duas fitofisionomias



3. Reviséo Bibliografica

3.1. Uso de acidos nucléicos na classificacdo de organismos

“We are fortunate to work in a time in which bacterial systematics has been
elevated to a scientific multidisciplinary field” (Stackebrandt, 2006). A sistematica
microbiana teve inicio com a descricdo da primeira espécie bacteriana em 1872 por
Ferdinand Cohn, acompanhado pelas primeiras técnicas de microscopia, coloracao e
obtencdo de culturas puras, desenvolvidas por Robert Koch, Paul Ehrlich e Hans
Christian Gram.

A classificacdo morfologica proposta por Cohn previa o agrupamento das
bactérias em espécies distintas de acordo com suas caracteristicas e j4 era
considerada a existéncias de variedades dentro da mesma espécie, levando ao
reconhecimento de espécies bacterianas como populacdes (Stackebrandt, 2006).

Em 1986 foi publicada a primeira edicdo do Manual de sistemética bacteriolégica
de Bergey em que os organismos foram agrupados segundo suas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas. Hoje em dia, com a filogenia baseada em caracteres
moleculares, as mesmas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas sdo consideradas
polifiléticas (Stackebrandt, 2006).

A sistemética é a classificacdo dos organismos vivos de acordo com normas de
nomenclatura. A sisteméatica moderna baseia tal classificacdo em relacdes
filogenéticas. A filogenia tem como objetivo relacionar espécies conhecidas com seus
ancestrais mais préximos de forma a descrever sua histéria evolutiva.

Whittaker, em 1969, prop0s a classificacdo dos seres vivos em cinco Reinos:
Monera, Protista, Fungi, Plantae e Animalia. Tal sistema baseava-se em aspectos
estruturais (células procaridticas ou eucaridticas), morfolégicos e fisiolégicos,
especialmente os processos empregados no metabolismo energético (fotossintese,
absorcao ou ingestdo de nutrientes). Entretanto, tal sistema nao evidenciava de forma

clara as relacoes filogenéticas entre os seres vivos.



Zuckerkand| e Pauling (1965) postularam que o genoma de um organismo poderia
ser considerado como o principal registro de sua histéria evolutiva. Neste trabalho, os
autores utilizaram o sequenciamento de aminoacidos da molécula de hemoglobina de
varios primatas, visando inferir as relacfes evolutivas entre estes. Este principio foi de
grande valia especialmente para a Microbiologia, uma vez que nesta época
considerava-se impossivel o estudo filogenético de microrganismos. A partir da
proposta de Zuckerkandl e Pauling, o sequenciamento de acidos nucléicos passou
também a ser utilizado como ferramenta na sistematica de procariotos (Fox et al.,
1977).

Neste sentido, duas interessantes metodologias trouxeram grandes contribui¢cdes
a sistemética microbiana moderna: a técnica de reassociacdo DNA:DNA, no inicio dos
anos 70; e a catalogacdo de oligonucleotideos de 16S rRNA, no final dos anos 70.
Estudos de reassociacdo de DNA foram os primeiros a agrupar 0s organismos de
acordo com relac@es filogenéticas. E ainda hoje, esta técnica é utilizada como padrdo
para definir uma “espécie”, usando o valor de 70% como limiar para diferenciar
organismos da mesma espécie (Stackebrandt, 2006).

O RNA presente na subunidade menor do ribossomo, também chamado de SSU
rRNA (do inglés Small Subunit rRNA), tem sido a molécula modelo para estudos de
evolucao e de comunidades microbianas, pois apresenta caracteristicas que a torna um
excelente indicador da historia evolutiva dos organismos. O 16S rRNA apresenta
funcdo estrutural no ribossomo, tanto de definicdo das posicdes das proteinas
ribossomais, como no contato entre as subunidades menor e maior do ribossomo, ao
interagir com o 23S rRNA. Além destas funcgdes, a regido 3’ do 16S rRNA possui a
sequéncia anti-Shine-Dalgarno que se liga a montante ao cédon de iniciagdo AUG do
MRNA e também estabiliza o correto pareamento cddon-anticodon entre mRNA e
tRNA.

Genes codificadores de rRNA 16S (ou 16S rDNA, gene rrn) encontram-se
presentes em todos 0s organismos e possuem homologia funcional e evolutiva, sendo
possivel inclusive comparar sequéncias de tais genes de 16S rRNA de procariotos com

aqueles de rRNA 18S, de eucariotos. Além disso, este gene possui regides



conservadas e variaveis, sendo que as porcOes conservadas e o0s elementos da
estrutura secundaria permitem o alinhamento das sequéncias variaveis. Outra
caracteristica que torna o gene de 16S rRNA interessante para analises evolutivas
consiste na baixa frequéncia de eventos de transferéncia horizontal destes genes,
permitindo assim inferéncias sobre as possiveis relacdes evolutivas entre organismos
(Fox et al., 1977; Olsen et al., 1986).

Os primeiros estudos desta natureza foram realizados com o rRNA 5S, por ser
uma molécula menor e de sequenciamento mais simples. Entretanto, o conteudo
informacional de uma molécula tdo diminuta (120 nucleotideos) ndo permitia analises
de ecossistemas complexos. Neste sentido, o rRNA 16S (com cerca de 1500
nucleotideos) mostrava-se mais adequado a estudos de taxonomia microbiana, por
possuir informacé&o suficiente para comparacdes com significancia estatistica (Olsen et
al., 1986). Tal abordagem foi utilizada por Woese e Fox (1977), em seu artigo basilar,
onde foi proposta a existéncia de dois reinos (ainda assim chamados na época)
distintos entre os procariotos, denominados Eubacteria e Archaebacteria.

O advento do sequenciamento de 16S rRNA permitiu determinar quao
homogéneo é um grupo filogenético, bem como posicionar no sistema hierarquico uma
linhagem ainda néo classificada (Stackebrandt e Goebel, 1994).

Devido a alta conservacdo da estrutura primaria do 16S rRNA, organismos cuja
porcentagem de de similaridade da reassociacdo de DNA:DNA é de 70%, logo séo
classificados na mesma espécie, possuirdo no minimo 97% de identidade entre suas
sequéncias do gene de 16S rRNA (Stackebrandt e Goebel, 1994).

O gene do RNA ribossomal 16S néo é o unico marcador filogenético que pode ser
utilizado para estudos de diversidade microbiana. Os polimorfismos encontrados no
gene de 16S rRNA por vezes ndo sdo suficientes para a andlise robusta para
diferenciar espécies. Outros genes “housekeeping” podem ser utilizados para o estudo
da historia evolutiva de linhagens especificas (Torsvik e Ovreas, 2006). Sao eles
codificadores de proteinas ribossomais, proteinas de ligacdo a DNA e todas as amino-
acil sintetases. Reconhecidamente para o Dominio Bacteria, a subunidade B da RNA

polimerase, o gene rpoB, prové maior resolucéo filogenética que o gene de 16S rRNA



(Roux et al., 2011). Outros genes como o que codifica o fator sigma (6'%) da RNA
polimerase rpoD, o gene recA, que codifica a proteina RecA envolvida na
recombinacdo genética e o gene gyrB para a subunidade D da DNA girase sao outros
exemplos de marcadores filogenéticos (Torsvik e Ovreas, 2006). Estes genes, tal como
0 que codifica para o0 16S rRNA, podem ser utilizados como marcadores filogenéticos
por possuirem regides conservadas e variaveis, uma baixa taxa de transferéncia lateral
e, ao contrario do gene do 16S rRNA, possuem apenas uma cépia por genoma (Roux
et al., 2011).

Dado o crescente numero de genomas completos, o uso de proteinas ribossomais
vem sendo realizado como alternativa ao gene do 16S rRNA com o intuito de obter
maior resolucdo em estudos de filogenia. Tais proteinas possuem as mesmas
gualidades que o gene do 16S rRNA para estudos evolutivos, e a concatenacdo das
sequéncias de tais proteinas permite maior resolucdo na analise das relacGes
filogenéticas entre organismos do dominio Archaea (Brochier-Armanet et al., 2008).

No entanto, dado o maior nimero de estudos com o gene de 16S rRNA (ou
escassez de dados com outros marcadores filogenéticos em bancos), ndo é possivel
ainda utilizar somente aqueles marcadores genéticos para a descricdo de diversidade.
Mesmo que tendencioso, o uso do gene de 16S rRNA é ainda indispensavel (Roux et
al., 2011) e provavelmente continuara sendo uma importante ferramenta no estudo da
diversidade microbiana no ambiente (Hong et al., 2009).

Além disso, a ampla utilizacdo do gene de 16S rRNA resultou em bancos de
dados enriquecidos para tal gene, como o Ribosomal Database Project (RDP), que
tornam cada vez mais precisa a caracterizacdo de organismos presentes em amostras

de diferentes origens (Oros-Sichler et al., 2006).

3.2. O Dominio Archaea
A andlise comparativa de sequéncias de rRNAs 16S e 18S resultou na proposta
de diferenciagdo dos seres vivos em trés reinos primitivos: Eubacteria — todas as

bactérias conhecidas, Archaebacteria — inicialmente representado apenas pelas



bactérias metanogénicas, e os Urcariotos — compreendendo todos 0s organismos
eucarioticos (Woese e Fox, 1977).

Estudos posteriores revelaram que 0s organismos pertencentes ao reino
archaebacteria apresentavam caracteristicas distintas daquelas observadas tanto em
bactérias tipicas, como em eucariotos. Por esta razdo, foi proposta a divisdo
sisteméatica dos organismos em um taxon superior ao Reino, denominado Dominio.
Além disso, tal proposicdo também sugeria que o termo archaebacteria fosse
abandonado, sendo substituido pelo termo Archaea, visando denotar a auséncia de
relacdo entre tais procariotos e as bactérias tipicas. Assim, 0s seres vivos passariam a
ser classificados em trés dominios: Archaea, Bacteria e Eucarya (Woese et al., 1990).

A arvore filogenética resultante da andlise comparativa de rRNAs 16S e 18S
(Figura 1) revelava que o dominio Archaea ndo consistia no ancestral das bactérias e
gue tais organismos, embora procariéticos, exibiam estreita relacdo com membros do

dominio Eucarya.

Bacteria Archaea Eucarya

18

Figura 1. Arvore filogenética universal, baseada em sequéncias de rRNA 16S e 18S,
revelando os Dominios Archaea, Bacteria e Eucarya (Woese et al., 1990).

As archaeas sao atualmente consideradas um dominio monofilético, que partilha
caracteristicas com os Dominios Bacteria e Eukarya, além de possuir caracteristicas

Unicas, como pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1.Caracteristicas gerais de Bacteria, Archaea e Eukarya (adaptado de Madigan

et al., 2011)
Caracteristicas Bacteria Archaea Eukarya
Presenca de nucleo N&o N&o Sim
. . N&o- N&o-
Parede celular Peptideoglicano Peptideoglicano Peptideoglicano
lr_r:grilk?rsagg Ligacao éster Ligacao éter Ligacao éster
Cromossomo Circular Circular Linear
Histonas Ausentes Presentes Presentes
RNA polimerases Uma Uma (8-12 Trés (12-14
(4subunidades) subunidades) subunidades)
Ribossomos 70S 70S 80S
(massa)
Iniciador tRNA Formilmetionina Metionina Metionina
Introns N&o Alguns genes Sim
Operons Sim Sim Nao
5 capneocrz;lqudNaApoll-A NZo NZo sim
Plasmideos Sim Sim Raro
Sensibilidade a
cloranfenicol,
estreptomicina, Sim N&o Nao
kanamicina e
penicilina

Uma das caracteristicas peculiares de archaeas consiste em sua membrana
plasmatica. Esta é formada por lipidios que, no lugar de acidos graxos, € composta por
cadeias laterais de unidade repetitivas de isopreno, um hidrocarboneto de cinco
carbonos, ligadas ao esqueleto principal de glicerol 1-fosfato por meio de ligagbes do
tipo éter (Kates et al., 1993). Algumas archaeas, especialmente as hipertermdfilas,
apresentam ligacoes tetraéter entre os lipideos, possuindo assim membranas do tipo
monocamadas, mais resistentes a ruptura (DeRosa et al, 1991).

Quanto a composicdo das paredes celulares, as archaeas podem apresentar
paredes de natureza glicoprotéica, como observado nas haldfilas; de pseudomureina,
como em varias metanogénicas; ou ainda camadas S como em metanogénicas, dentre
varios outros tipos (Kandler e Konig, 1998). A camada S € um envoltério de natureza

protéica observado em quase todas as archaeas, podendo estar presente juntamente
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com outros polimeros, incluindo os polissacarideos pseudomureina e metacondroitina
(Albers e Meyer, 2011).

As archaeas séo referidas como um mosaico de caracteristicas eucarioticas e
bacterianas, pois seus genes informacionais, ou seja, associados a transcri¢cao,
replicacdo e traducado, sao similares aqueles do Dominio Eucarya; enquanto 0s genes
operacionais, envolvidos em vias metabolicas, exibem maior semelhanca com aqueles
presentes no Dominio Bacteria (Rivera et al, 1998). No entanto, ha exce¢cdes como por
exemplo, a producdo de metano que, até hoje, foi detectada exclusivamente em
archaeas.

Apesar do crescente numero de estudos relacionados ao isolamento e
caracterizacdo de archaeas, grande parte dos genes descritos em tais organismos
possui funcdo ainda desconhecida (Graham et al., 2000).

O Dominio Archaea é composto por dois filos formalmente aceitos: Euryarchaeota
e Crenarchaeota (Woese et al.,, 1990; Garrity, 2001). No entanto, outros autores
propuseram a criagdo de filos adicionais, “Korarchaeota”, “Nanoarchaeota”,
“Thaumarchaeota” e “Aigarchaeota”, ainda nao reconhecidos formalmente (Barns et al.,
1996; Huber et al., 2002; Brochier-Armanet et al., 2008; Nunoura et al., 2011).

O filo Euryarchaeota consiste em um grupo muito diverso que contém as
archaeas metanogénicas, haldfilas, alguns organismos redutores de sulfato (como o
género Archaeoglobus) e alguns hiperterméfilos (como os genéros Thermoplasma e
Thermococcus). O filo Crenarchaeota constitui um grupo de organismos inicialmente
considerados mais ancestrais, cujo fendtipo apresentava-se mais homogéneo, quando
comparado ao filo Euryarchaeota, por conter apenas membros hipertermofilicos
(Woese et al., 1990).

Conforme ilustrado nas Figura 2 e 3, a classificacao de archaeas em apenas dois
filos vem sofrendo modificacdes, especialmente devido a uma série de trabalhos
empregando técnicas de identificacdo de microrganismos independentes de cultivo. A
Figura 2b apresenta uma arvore filogenética construida a partir de sequéncias do gene
de 16S rRNA e pode ser comparada a arvore da Figura 3 que foi construida com base

em sequéncias de aminoacidos de proteinas ribossomais. As relagbes filogenéticas
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entre 0s organismos representadas em ambas as figuras sao similares, no entanto a
segunda apresenta maior resolucao dos clados.

O sequenciamento de gene de 16S rRNA de amostras oriundas da Obsidian Pool,
uma fonte termal do Parque Nacional de Yellowstone (EUA), em 1996, revelou a
presenca de varias archaeas ainda nao cultivadas. Dentre essas sequéncias, duas
apresentavam ramificagdo mais profunda na arvore de Archaea, provavelmente
anterior & separacao dos filos Euryarchaeota e Crenarchaeota. Assim, foi proposto que
tais sequéncias provavelmente formariam um novo filo, denominado “Korarchaeota”
(Barns et al., 1996).

Em 2002, foi descrita uma nova archaea, isolada a partir de uma fenda
hidrotermal da Islandia, denominada Nanoarchaeum equitans. Este organismo
apresentava caracteristicas peculiares, uma vez que encontrava-se em estreita
associacdo com uma outra archaea, a crenarchaeota Ignicoccus hospitalis. Além disso,
os genes de 16S rRNA de N. equitans ndo eram amplificados em experimentos de
PCR que empregavam iniciadores considerados universais para o dominio
Archaea,Devido a tais caracteristicas, foi proposto que N. equitans representasse um
novo filo, denominado “Nanoarchaeota” (Huber et al., 2002). Posteriormente, outros
filotipos de “Nanoarchaeota” foram identificados em ambientes hipertermofilos e
mesodfilos (Casanueva et al., 2008) e a andlise da filogenia por meio de proteinas
ribossomais sugeriram que esta espécie é provavelmente uma linhagem de rapida
evolucdo do filo Euryarchaeota, possivelmente relacionada a ordem Thermococcales
(Brochier et al., 2005).

Recentemente, outro novo filo foi proposto, denominado “Thaumarchaeota”, o
gual seria representado por organismos mesofilicos, anteriormente classificados como
Crenarchaeota. Este grupo compreende organismos que possuem genes envolvidos no
ciclo do nitrogénio, na etapa da oxidacdo de amoénia. (Brochier-Armanet et al, 2008).
Alguns estudos indicam que archaeas sé&o predominantes, em relacdo a bactérias no
processo de nitrificagdo (Leininger et al., 2006; Adair e Schwartz, 2008), apesar de ter
sido mostrado em um solo agriculturavel que bactérias dominam a oxidacado de amoénia
(Jia e Conrad, 2009).
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Em ambientes de alta temperatura como fontes termais sdo encontrados
organismos putativos termdfilos ndo cultivados pertencentes a um outro grupo irméao
das crenarchaeotas. Este grupo foi chamado de Hot Water Crenarchaeotic Group |
(HWCGI) (Nunoura et al., 2005). A partir de bibliotecas metagendmicas construidas de
uma amostra fonte geotermal da subesuperficie de uma mina de ouro foi possivel
montar 0 genoma composto do primeiro representante desse grupo, o Candidatus
Caldiarchaeum subterraneum. A analise deste genoma e a presenca de um sistema do
tipo ubiquitina, similar ao encontrado em eucarioto, suscitou recentemente a proposta
de um novo filo de Archaea denominado “Aigarchaeota” (Nunoura et al., 2011). No
entanto, h& criticas a esta proposta, pois tal genoma codifica caracteristicas de
Thaumarchaeota e poderia ser um ramo antigo deste filo (Brochier-Armanet et al.,
2011).
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Figura 2. Arvore filogenética de Archaea a) construida a partir de 53 proteinas
ribossomais concatenadas. b) construida a partir do gene do 16S rRNA (a esquerda) e
a partir do gene amoA (a direita) (Pester et al., 2011).
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Figura 3. Arvore filogenética de Archaea baseada em proteinas ribossomais (Brochier-
Armanet et al., 2011).
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Ha varios anos as archaeas passaram a ser consideradas organismos ubiquos,
encontrados em uma grande diversidade de ambientes, tais como na cavidade oral e
intestino de humanos (Belay et al., 1988; Leep et al., 2004), ecossistemas marinhos
costeiros (DeLong,1992; Furhman et al., 1992), centrais de tratamento de esgoto (Gray
et al., 2002), corais (Wegley et al., 2004), solos (Kemnitz et al., 2007), sedimentos
(Briée et al., 2007) e lagos de agua doce (Llir6s et al., 2008), entre outros.

A descricdo das comunidades de Archaea nos diversos ambientes sdo baseadas
em técnicas independentes de cultivo, especialmente na reacdo de PCR. Para tanto,
sdo empregados diferentes pares de iniciadores visando amplificar o gene do 16S
rRNA, como revisado por Baker (2003) e Gantner (2011).

As sequéncias de Archaea encontradas em ambientes ndo extremos s&o
divididas em trés grupos, sendo o grupo | associado ao filo Crenarchaeota e 0s grupos
Il e lll pertencentes ao filo Euryarchaeota (DeLong, 1992; DelLong et al., 1998). Apesar
de algumas arvores filogenéticas baseadas em SSU rRNA apresentarem as
sequéncias de archaeas mesofilas agrupadas no filo Crenarchaeota (Schleper et al.,
2005), Robertson (2005) mostrou que as sequéncias do grupo | formavam um grupo
irmao, dividindo um ancestral comum com crenarchaeotas hipertermdfilas, mas nao
formavam um grupo monofilético com estas. Brochier-Armanet (2008), a partir de
arvores filogenéticas de proteinas ribossomais, propds que o grupo | fosse considerado
um grupo relativo as crenarchaoteas mesdfilas, denominando-o filo Thaumarchaeota.

O filo Thaumarchaeota proposto é dividido em trés grupos: 1.1a, 1.1b e 1.1c,
sendo a maioria das sequéncias de amostras de agua pertencente ao grupo 1l.la
(DeLong et al., 1998), enquanto que a maior parte das sequéncias de archaea obtidas
de amostras de solo forma o grupo 1.1b (Oschenreiter et al., 2003). As sequéncias de
solo &cido formam outro grupo filogenético, denominado 1.1c, descrito por Jurgens
(1997) a partir de amostras de floresta boreal.

Em relacao a distribuicédo e diversidade de archaeas em solos, a literatura permite
concluir que estas constituem 5% do total de procariotos em um solo arenoso

(Ochsenreiter et al., 2003) ou de 12 a 38% em um solo acido de floresta (Kemnitz et al.,
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2007), sendo a maioria das sequéncias encontradas pertencentes ao filo

Crenarchaeota (Bintrim et al., 1997).

3.3. Microrganismos no solo

O gene de 16S rRNA passou a ser amplamente utilizado em estudos de ecologia
microbiana especialmente apds trabalhos indicarem que apenas cerca de 1% dos
microrganismos € cultivavel pelas técnicas microbioldgicas classicas (Amann et al.,
1995; Pace, 1997; Torsvik e Ovreas, 2006). A discrepancia observada entre a
contagem de microrganismos do ambiente por meio de analises microscopicas e
através do cultivo foi designada “grande anomalia da contagem em placa” (Staley e
Konopka, 1985). Por meio de microscopia de epifluorescéncia, foi demonstrado que em
1 grama de solo hd mais de 10 bilhdes de células procaridticas, sendo possivel o
cultivo de um numero 100 a 1000 inferior de organismos (Torsvik e Ovreas, 2006).

Em um ecossistema, as atividades funcionais e a comunidade microbiana séo
afetadas por diversos fatores ambientais, como a disponibilidade de carbono e fontes
de energia, nutrientes minerais, fatores de crescimento, composic¢ao idnica, conteudo
de agua disponivel, temperatura, pressédo, composicao de ar, radiacdo eletromagnética,
pH, potencial de 6xido-reducéo, substratos e interacées quimicas e genéticas entre 0s
microrganismos ali presentes (Nannipieri et al., 2003).

Dada a heterogeneidade do solo, este sistema é considerado o mais diverso em
termos de microorganismos. A quantidade de células procaridticas pode variar de 4x
10" células por grama de solo de floresta, a 2x 10° células por grama de solo
agriculturavel, ou de gramineas (Daniel, 2005).

O solo, de forma geral, € um sistema descontinuo e composto por minerais,
componentes organicos, dgua e ar ndo consolidados. Sua formacédo resulta de cinco
variaveis interdependentes: clima, organismos, material de origem, relevo e tempo
(Reatto et al., 1998). Suas transformacfes ocorrem pela atividade biolégica de seres
vivos dos trés Dominios da vida, sendo 0s microorganismos responsaveis por 80 a

90% dos processos bioldgicos que naquele ocorrem (Nannipieri et al., 2003).
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Os procariotos sdo os principais reguladores da ciclagem dos nutrientes e de
elementos nos ciclos biogeoquimicos. Apesar dessa ciclagem (ciclos biogeoquimicos
do nitrogénio, carbono, enxofre e fbésforo) ser mediada majoritariamente por
microrganismos, sua taxa depende de componentes da microfauna, como protistas,
nematoides e insetos. Apos estes revolverem a terra, fungos e bactérias podem atuar
na decomposicdo da matéria organica, liberando CO, ou CH,4, ou incorporando a
matéria organica do solo (SOM) (Swift et al., 2008).

Quanto aos papéis desempenhados pelas archaeas no solo muito pouco foi
descrito (Van Elsas et al., 2006), sendo a fungdo mais conhecida a de oxidacédo da
amoOnia, realizada por organismos atualmente classificados como thaumarchaeotas
(Spang et al., 2010).

Em relacdo aos solos brasileiros, a presenca de archaeas foi detectada apenas
no bioma da Floresta Amazonica (Pazinato et al., 2010), de forma que ainda nao
existem relatos acerca de outros biomas. Assim, o estudo da diversidade de Archaea
no solo de Cerrado tem como objetivo inicial avaliar a riqueza desse Dominio em tal

ecossistema.

3.4. Solo de Cerrado

O Cerrado consiste na principal vegetacdo do Brasil Central, estando localizado
essencialmente no Planalto Central. Este é o segundo maior bioma do pais em area,
menor apenas gue a Floresta Amazénica. O Cerrado é classificado como uma savana
sazonal umida que cobre cerca 24% da area do Brasil, sendo encontrado em 11
estados brasileiros (Ribeiro e Walter, 1998; Walter et al., 2008).

O clima deste bioma € tropical Kdppen Aw (tropical chuvoso) com uma
precipitacdo média que varia de 1100 a 1600 mm, apresentando duas estacdes bem
definidas, uma seca - de maio a setembro, e outra chuvosa - de outubro a abril. (Eiten,
1972).

A intemperizagdo do solo pelas chuvas torna o solo um ambiente oligotréfico
(Walter et al., 2008), ou seja, com baixo teor de nutrientes, o que pode influenciar

guantitativamente e/ou qualitativamentea comunidade microbiana do solo.
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Elementos como a textura do solo, a baixa disponibilidade de nutrientes e a boa
drenagem, juntamente com a pluviosidade e a frequéncia de queimadas, influenciam a
distribuicdo floristica nos cerrados (Furley e Ratter, 1988), que varia de formacgfes
savanicas a florestais e campestres (Figura 4). Esta variacdo de formacdes vegetais
esta relacionada as classes de solo, sendo o latossolo o solo mais comum, constituindo
aproximadamente 46% dos solos do bioma Cerrado. Entretanto outras classes de solos
também sdo encontradas, como o0s solos petroplinticos, cambissolos, podzélicos,
plintossolos, gleissolos, areias quartsozas, terra roxa estruturada, litdlicos e solos
organicos e aluviais (Reatto et al., 1998).

Os latossolos sdo solos profundos, bem drenados, distroficos, ou seja, possuem
baixa fertlidade e meédia acidez, com niveis altos de ferro e aluminio,
predominantemente argilosos, sendo a maioria deles originario de uma uma cobertura
detritico lateritica datando da era geolégica do Terciario (IBGE -

<http://www.recor.org.br/cerrado/solos.html>).

Bioma Cerrado

Cerrado Sentido Amplo

FormagBes Formacdes Fi o Fi ¢
Florestais Savénicas Camp Sava
Mata do Sue

Mata Ciliar Gaderi Mata Seca Cotradio Cerrado Camgo Verwda Peber e

Figura 4. Esquema dos tipos de vegeta¢cédo do bioma Cerrado. llustracdo de José Felipe
Ribeiro (Walter et al., 2008).

As caracteristicas do solo dependem de seus fatores de formacdo: clima,
organismos, material de origem, relevo e tempo. Na Reserva Ecolégica do IBGE
(RECOR-IBGE), area onde o bioma Cerrado esta representado, os solos s&o diversos,
e a classe de latossolos (latossolos vermelho-escuro, vermelho-amarelo e variacéo

una) ocupa cerca de 80% da Reserva.

20


http://www.recor.org.br/cerrado/solos.html

A flora do cerrado é constituida por muitas espécies endémicas (Eiten, 1972),
sendo a biodiversidade de forma geral considerada a mais rica dentre as savanas do

mundo (www.ibama.gov.br).

A vegetacdo do Cerrado € semidecidual, com um estrato arbéreo descontinuo,
com predominio de arvores baixas (3 a 8 metros de altura), e um estrato arbustivo e
outro herbaceo. O Cerrado Denso € uma variacao do Cerrado sensu strictu, por possuir
um estrato arbéreo denso, sendo a cobertura majoritariamente de arvores de copa
larga, com 5 a 12 metros de altura. Na RECOR-IBGE esta fitofisionomia esta sob um
tipo de latossolo vermelho-escuro argiloso. O tipo florestal de mata de Galeria ocorre
ao longo de cursos d’dgua e sua vegetacdo ira variar de acordo com o grau de
umidade e fertilidade do solo (IBGE -
<http://www.recor.org.br/cerrado/vegetacao.html>).

Alguns trabalhos descrevendo a comunidade microbiana de Cerrado foram
realizados, muitos utilizando como modelo a Reserva Ecologica do IBGE, onde é
possivel encontrar mais de uma fitofisionomia deste bioma. A comunidade fungica foi
descrita em cerrado sensu stricto e na mata de galeria e também em areas de Cerrado
transformadas em pastagem e em cultivo com soja (Castro et al., 2008). A comunidade
bacteriana de solo de Cerrado foi também avaliada (Silva, 2004; Quirino et al., 2009;
Araujo, 2011). Em outro trabalho, foi estabelecida uma comparacdo das comunidades
bacteriana e fangica entre um solo de Cerrado nativo e outro de Cerrado sob
monocultura de soja (Bresolin, 2010).

Tendo em vista a escassez de dados acerca da distribuicdo e diversidade de
Archaea no ecossistema de cerrado, esta dissertacdo tem como objetivo realizar uma

primeira avaliacdo sobre a riqueza do Dominio Archaea no solo de cerrado.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Coleta do solo

O solo foi coletado, com réplica biolégica, na estacdo de transicdo chuvosa/seca
(no dia 24 de setembro de 2010) de duas fitofisionomias do bioma Cerrado - areas
nativas ndo perturbadas: Cerrado Denso e Mata de Galeria, na Reserva Ecoldgica do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (RECOR-IBGE) localizada em Brasilia —
DF. Esta Reserva esta localizada 35 km ao sul do centro de Brasilia — DF, na BR-251,
km 0 (15°55'S, 47°51'W). A RECOR faz parte da Area de Prote¢cdo Ambiental (APA)
Distrital Gama-Cabeca de Veado.

As duas fitofisionomias amostradas, em replicata, foram: Cerrado denso (CD),
Mata de galeria (MG). Cerrado Denso apresenta uma vegetagdo principalmente
arborea, com cobertura de 50 a 70% e altura média de cinco a oito metros. A Mata de
Galeria é uma vegetacdo florestal perene, presente ao longo de cursos d'agua de
pequeno porte, com um estrato arboreo de altura média de 20 a 30 metros e cobertura
arborea de 70 a 95%. (Ribeiro e Walter, 1998).

Em cada fitofisionomia a coleta foi realizada em 5 pontos com distancia néo-
linear de 50 m entre estes. Em cada um dos cinco pontos foram realizadas dez sub
amostras, coletadas a 10 cm de profundidade (Figura 5), peneiradas em malha de 2
mm, armazenadas na forma de amostra Unica, em sacos mantidos em freezer -80°C.
Para cada fitofisionomia foram tracados dois transectos de 5 pontos (coleta em
duplicata) com distancia entre eles aproximadamente de 50 m. O material coletado em
cada transecto de cinco pontos foi entdo reunido, originando uma amostra composta, a
qgual foi utilizada na etapa de extracdo de DNA gendmico total. Desta forma foram
obtidas 4 amostras compostas, sendo duas de cada fitofisionomia, constituindo a
réplica biolégica. As amostras de solo foram coletadas e gentilmente cedidas pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Ricardo H. Kriger, da Universidade de

Brasilia.
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Método de coleta de solo

5° amostra l Profundidade: 0-10cm superiores

® Cadaamostra é composta
por10 pontos de coleta

Caminhar aleatdriamente por&0m

4% amostia

3°amostia Caminhar aleatdériamente porS0m

Caminhar aleatdriamente pors0m .
2° amostia

Caminhar aleatdriamente pors0m

1°amostia

Caminhar aleatdriamente pors0m

Figura 5. Esquema da amostragem de um transecto. Cedido por Alinne Castro.

4.2. Extracdo de DNA gen6mico total

A extracdo de DNA de solo foi realizada empregando-se o PowerSoil DNA
Isolation Kit (MO Bio Laboratories Inc.), segundo o protocolo do fabricante. Embora no
protocolo original fosse preconizado o uso de 0,25 g de solo em cada procedimento de
extracdo de DNA total, optamos por utilizar 0,5 g, visto que tal quantidade mostrou-se
adequada em experimentos prévios realizados pelo grupo do Prof. Dr. Ricardo Kriger.
O DNA resultante foi avaliado quanto a concentragdo e pureza por meio de eletroforese

em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL).

4.3. Iniciadores utilizados e condi¢cdes de PCR

Neste trabalho foram utilizados dois pares de iniciadores descritos como
universais para Archaea: 21F e 958R (DelLong, 1992) e 751F e 1406R (Baker et al.,
2003), apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados

Iniciador Sequéncia Tm
21F 5 TTC CGG TTGATCCYG CCG GA 3 62,6°C
958R 5 YCC GGC GTT GAMTCC AATT 3 56,6°C
751F 5 CCG ACG GTG AGR GRY GAA 3 54°C
1406R 5'’ACG GGC GGT GWG TRC AA 3 52°C

Os iniciadores utilizados neste trabalho amplificam regiées variaveis diferentes do

gene do 16S rRNA como apresentado na Figura 6.

21F 751F
70 100 135 225 440 495 590 650 825 860 1000 1030 1120 1160 1240 1290 1430 1460

958R 1406R
Figura 6. Esquema do gene de 16S rRNA, suas regides varidveis e as posi¢des de
anelamento dos iniciadores.

Os experimentos de PCR foram realizados em sistemas de 50 pL, contendo 5 pL
de DNA total a 1ng/pL (diluicdo 1:10) e os demais reagentes, conforme descrito na

tabela 3 para ambos os pares de iniciadores.

Tabela 3. Reagentes e respectivas concentracdes finais na reacdo de PCR

Reagente Concentragao final
Tampao de reacao (Invitrogen®) 1X

MgCI; (Invitrogen®) 1,5 mM
Soroalbumina bovina (BSA) 400 ng/pL

Iniciador F 0,5 uM

Iniciador R 0,5 uM

dNTPs 200 uM

TagDNA polimerase (Invitrogen®) 1,25 U
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Os experimentos de PCR foram realizados no termociclador MJ Research PTC-
100 (Peltier Thermal Cycles), empregando-se as condicdes descritas abaixo:
1) Desnaturacdo a 94°C por 1minuto (2 minutos para o par 751F/1406R)
2) Desnaturacéo a 94°C por 1minuto
3) Anelamento 55°C por 1minuto (56°C para o par 751F/1406R)
4)  Extensédo 72°C por 1minuto e 30 segundos (1 minuto para o par 751F/1406R)
5)  Repeticao dos passos 2 a 4 por 29 vezes
6) Extensdo 5 minutos (10 minutos para o par 751F/1406R)
7)  Manutencéao a 4°C

Em todos os experimentos de PCR realizados foram utilizados dois controles
negativos: um tubo onde adicionou-se agua em substituicdo ao DNA, e outro tubo
contendo DNA de Escherichia coli.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio (10 mg/mL). O
tamanho dos produtos amplificados foi estimado com auxilio do marcador de massa
molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen®).

Para realizar a transformacao por eletroporacdo, um conjunto de 6 reacdes de
DNA produto de PCR foi purificado com kit Wizard(® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, Wisconsin, USA).

4.4, Purificacéo e ligacdo das sequéncias de rDNA em vetor pGEM-T Easy

Os produtos amplificados por PCR foram inicialmente submetidos a purificacao,
empregando-se o kit Wizard(® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega,
Wisconsin, USA). Em seguinda, estes foram ligados ao vetor pGEM-T Easy®
(Promega, Wisconsin, EUA) na proporcdo de 3:1 de inserto:vetor, conforme
orientacdes do fabricante. Os sistemas de reacdo foram incubados por 1 hora a

temperatura ambiente e posteriormente armazenados em geladeira, por uma noite.
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4.5. Preparagdo de células competentes de Escherichia coli DH5a e
transformacao

4.5.1. Por choque térmico

Uma coldnia isolada de E. coli DH5a foi inoculada em 5 mL de meio LB (10 g
NaCl, 10 g peptona ou triptose, 5 g extrato de levedura, g.s.p. 1000 mL, pH 7,2 ) e
incubada por uma noite em estufa a 37°C. ApOs este periodo, 300 pL desta cultura
foram inoculados em um frasco contendo 30 mL de LB, o qual foi incubado a 37°C sob
agitacdo (220 rpm), até a cultura atingir a ODggo de 0,2 a 0,3. A cultura foi entédo
centrifugada a 1250 g, por 10 minutos, a 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento cuidadosamente ressuspenso em 15 mL de CaCl,; 100 mM
gelado.

As células foram entdo incubadas em gelo por 20-30 minutos e entédo
centrifugadas a 310 g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 1 mL de CaCl, 100 mM gelado. As células assim tratadas
foram novamente incubadas em gelo por um periodo minimo de 1 hora, quando entao
podiam ser utilizadas em procedimentos de transformacao.

Aliguotas de 100 pL das células tratadas com CacCl, foram transferidas para tubos
de vidro, mantidos em gelo. A cada sistema de transformacdo foi adicionado um
volume correspondente a metade do sistema de ligacéo (5 ul) preparado anteriormente,
sendo o conjunto incubado em gelo por 30 minutos. Apos este periodo os tubos foram
rapidamente transferidos para um banho a 37°C e incubados nesta condi¢do por 5
minutos. Em seguida, acrescentou-se 1 mL de meio LB a cada tubo, sendo estes
incubados em estufa a 37°C, durante 1 h. Apos este periodo aliquotas de 25 a 150 pL
de cada sistema de transformacéo foram inoculadas em placas contendo agar LB (LB
adicionado de 1,5% de agar) suplementado com IPTG (0,5 mM), Xgal (0,00625%),
ampicilina (150 pg/mL), sendo a semeadura realizada por espalhamento, com auxilio
de pérolas de vidro estéreis.

As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 a 24 h, até a observacéo do

desenvolvimento de colb6nias brancas e/ou azuis.

26



4.5.2. Por eletroporacéo

Uma colbnia de E. coli DH5a foi inoculada em 10 mL de meio LB (10 g NaCl, 10 g
peptona ou triptose, 5 g extrato de levedura, g.s.p. 1000 mL, pH 7,2 ) e incubada por
uma noite em estufa a 37°C. Apos este periodo, aliquotas de 5 mL desta cultura foram
transferidas para frascos contendo 200 mL de meio LB, incubados a 37°C sob agitacéo
(220 RPM), até a cultura atingir a ODgoo de 0,4. Em seguida, os frascos foram mantidos
por 20 minutos em gelo, sendo posteriormente centrifugados a 1180 g, por 20 minutos,
a 4° C. ApGs a centrifugacao, o sedimento de células foi cuidadosamente ressuspenso
em 50 mL de H,0 Milli-Q gelada, em banho de gelo, adicionando-se em seguida 150
mL de H,0 Milli-Q gelada. As duas suspensfes de células foram novamente
centrifugadadas sob as mesmas condi¢cdes e o sedimento ressuspenso em 50 mL de
glicerol 10% gelado. Em seguida, foram adicionados 50 mL de glicerol 10% gelado,
sendo os sistemas novamente centrifugados. Os sedimentos foram ressuspendidos em
5 mL de glicerol 10% gelado, reunidos e acondicionados em um tubo Falcon
previamente resfriado. Ap6s nova centrifugagdo, o sedimento final de células foi
ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% gelado. Uma aliquota de 10 uL foi diluida
1:100 e a concentracdo de células foi avaliada em espectrofotometro, a qual foi
corrigida para 2 — 3x 10* células/mL. As células competentes foram separadas em
aliquotas de 50 pL em tubos tipo eppendorf de 1 mL e armazenadas a -80°C.

Um volume de 2 puL do sistema de ligacdo a partir de produto de PCR purificado
foi adicionado a aliquota de 50 pL. Este sistema foi transferido para uma cubeta com 1
mm de largura. A eletroporacdo foi realizada de acordo com os parametros
apresentados por Maranh&o (2003): 2,5 kV, 25 pyF, 200Q. O t obtido variou de 4,5 a 5
ms entre as amostras.

A preparacdo de células competentes e a posterior transformacdo por
eletroporacdo foram realizadas no laboratério de Virologia Vegetal do prof. Renato
Rezende, com o auxilio de seu aluno de mestrado André Bertran.

Para ambas as técnicas de transformacao foi utilizado um plasmideo fechado

PRX1 a 10 ng/ uL e 100 pg/uL, como controle de eficiéncia da transformacéo.
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4.6. Selecéo de clones recombinantes

Numeros variaveis de colbnias brancas foram selecionadas e inoculadas em 5 mL
de LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. Apés a incubagédo em estufa a 37°C por uma
noite, foi retirada uma aliquota da cultura, a qual foi misturada ao mesmo volume de

glicerol 70%, e armazenada em freezer -20°C.

4.7. Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala

O DNA plasmidial foi extraido inicialmente de alguns clones com o kit PureLink™
Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) e da maioria restante com o método de lise
alcalina. O DNA de alguns clones aleatérios foi utilizado para avaliar sua qualidade e
pureza por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.
O DNA plasmidial foi quantificado por meio de comparacédo com os fragmentos de DNA

presentes no marcador de massa molecular High Mass DNA ladder (Invitrogen®).

4.7.1. PureLink™ Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen)
A extracdo de DNA plasmidial dos clones recombinantes foi realizada

kTM

empregando-se o kit PureLin Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), de acordo com o

protocolo fornecido pelo fabricante.

4.7.2. Protocolo de lise alcalina (adaptado de Dagert e Ehrlich, 1979)

Os clones selecionados foram inoculados em 5 mL de meio LB suplementado
com ampicilina (100 pg/mL), e incubados a 37°C por uma noite. A cultura foi transferida
para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL e centrifugada a 3500 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado. O processo foi repetido outras duas vezes com o intuito
de obter um maior sedimento de células para extracao.

O sedimento de células foi ressuspendido com 100 pL da solugéo | (50 mM de
Glicose, 25 mM de Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8). A solucéo Il (0,2 M NaOH, 1% SDS)
foi preparada no momento do uso e 200 pL foram adicionados a ressuspensao anterior.

Os tubos foram incubados no gelo por 5 minutos. Por fim, 150 pL de solucao 11l (3 M
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Acetato de Potéassio, 2 M &cido acético glacial, pH 4,8) foram adicionados e uma nova
incubacgéo de 5 minutos no gelo foi realizada. Os tubos foram centrifugados a 12 000 g
por 5 minutos a 4° C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf de
1,5 mL, ao qual foi adicionado 4 pL de RNAse A (20 mg/mL). Os tubos foram incubados
a 37°C por 1 a 2 horas. Em seguida, foi adicionado lvolume de clorofane (fenol,
cloroférmio, alcool iso-amilico, na proporcao 25:24:1) e os tubos submetidos a agitacao
em vortex durante 5 segundos. Foi realizada uma centrifugacéo a 7000 g por 3 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foi
adicionado de 2,5 a 3 V de etanol 100% gelado.Os tubos foram mantidos no freezer -
20° C por 24h. ApGs este periodo, os tubos foram novamente centrifugados a 12 000 g
por 10 minutos a 4° C, sendo os tubos invertidos para o descarte do etanol. Entdo
foram adicionados 400 pL de etanol 70% gelado. E uma nova centrifugagdo nas
mesmas condi¢cdes anteriores foi realizada. O tubo foi nhovamente invertido e deixado
para secar a temperatura ambiente. O DNA sedimentado foi ressuspendido em 50 pL
de H20 milli-Q.

4.8. Quantificagdo da concentracdo do DNA
O DNA foi quantificado no espectrofotdbmetro Nanovue™ (GE), gentiimente

disponibilizado pela professora Silviene de Oliveira, do Laboratorio de Genética.

4.9. Sequenciamento de DNA

Os fragmentos de DNA clonados em pGEM-T Easy® (Promega, Wisconsin, EUA)
foram sequenciados no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Brasilia
em placas de 96 pocos, no sequenciador automatico ABI 3130 XL Genetic Analyzer, da
Applied Biosystems, com utilizagdo do kit ABI Prism BigDye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing kit. Para o sequenciamento foi empregado o mesmo iniciador 21F utilizado

para a reacdo de PCR.
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4.10. Analises de Bioinformatica

As sequéncias geradas passaram por uma primeira selecdo de qualidade com o
algoritmo PHRED (Ewing, 1998), que analisa e verifica a probabilidade de erro base a
base. Foram selecionadas apenas sequéncias que apresentavam mais de 250
nucleotideos, cujo PHRED apresentava valor superior a 20, isto é: com 99% de
probabilidade de estar correta. Tal andlise foi realizada online, empregando-se a
ferramenta Electropherogram quality analysis, disponivel na pagina da EMBRAPA

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). As sequéncias foram também

submetidas a analise pelo programa Bellerophon (Huber et al., 2004) (http://comp-

bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl), para remover artefatos de sequéncias

quiméricas. Tanto as sequéncias com qualidade inferior a 20 quanto as quiméricas
foram descartadas.

As sequéncias consideradas de qualidade foram entdo submetidas a analises
comparativas nos bancos de dados nao redundantes blastn do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Altschul et al., 1990) e Ribosomal Database Project

(Michigan State University) - RDP (http://rdp.cme.msu.edu) — com o software Classifier

(Wang et al., 2007). As sequencias que apresentaram identidade igual ou superior a
90% com aquelas depositadas nos bancos de dados foram consideradas e nomeadas.

As sequéncias de boa qualidade foram alinhadas automaticamente com o
algoritmo NAST (DeSantis et al., 2006) disponivel no site do greengenes

(<http://greengenes.Ibl.gov/cqgi-bin/nph-index.cgi> (DeSantis et al., 2006). Com o

programa MOTHUR (Schloss et al. 2009), um filtro foi aplicado para excluir todas as
colunas que consistiam em lacunas (gaps), resultantes do alinhamento realizado pelo
NAST. O alinhamento foi editado manualmente com auxilio do programa Bioedit

(<http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.htmI>). As regides hipervariaveis, com

espacos de dificil edicdo,foram eliminadas, assim como as sequéncias curtas, com
menos de 400 pares de bases.

O método utilizado para construcéo da arvore filogenética foi o Neighbour-Joining,
modelo de evolucdo Jukes-Cantor e teste de bootstrap de 1000 repeticOes, para

verificar a robustez da arvore, no programa MEGA (Tamura et al., 2011). O programa
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MOTHUR foi utilizado para excluir redundancia de sequéncias pertencentes a mesma
OTU em nivel de espécie (3%).

A estimativa da riqueza de unidades taxon6micas operacionais (OTUs) foi obtida
pelo programa MOTHUR, que foi utilizado para a construgéo da curva de rarefagao —
gue indica o grau de amostragem da comunidade ao relacionar o numero de
sequéncias e o numero de OTUs formadas por elas -, empregando-se como limites de
cortes os valores de 80% para o nivel taxonémico de filo, 90% para classe, 95% para
género e 97% para espécie.

A riqueza de espécies foi calculada com os estimadores ndo-paramétricos Ace
(abundance-based coverage estimator) e Chaol e a diversidade com os indices de
Shannon e Simpson, através do programa MOTHUR, utilizando como base a matriz de
distancias computada para a curva de rarefacao.

O teste de hipétese [-Libshuff foi utilizado para o calculo estatistico de
significancia de diferenca entre as comunidades, a partir da matriz de distancia entre
cada par de amostras pelo Mothur. O valor-p foi ajustado pela correcédo de Bonferroni,
de significancia 0,05 dividido pelo nimero de amostras comparadas.

O grafico de Analise de Coordenadas Principais (PCA) foi construido no programa
Unifrac (Lozupone et al., 2006), também para andlise estatistica de (3-diversidade. Para
tal, foi utilizada uma arvore filogenética construida no MEGA, com o método descrito
anteriormente e convertida para formato Newick. A sequéncia de uma Acidobacteria

nao cultivada foi utilizada para enraizamento da arvore.
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5. Resultados e Discusséo
5.1. Coleta de solos
Os solos foram coletados em setembro de 2010, no periodo correspondente a
transicéo seca-chuvosa. Os indices pluviométricos mensais registrados na Estacéo
Metereologica da Reserva Ecologica do IBGE no ano de 2010 (Figura 7) revelam que a
coleta foi realizada em um periodo de déficit hidrico na maioria dos solos, uma vez que
a Ultima precipitacédo foi verificada no més de junho.
A comunidade microbiana do solo do Cerrado é alterada conforme as estacfes de
chuva e seca (Silva, 2004), portanto deve-se considerar que este trabalho tem como
objetivo descrever a comunidade de Archaea no periodo de seca, e que possivelmente

a composicdo desta comunidade sofre modificagdes durante a época de chuvas.
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Figura 7.Precipitacdo mensal (em mm) registrada na Reserva Ecoldgica do IBGE
Brasilia-DF, em 2010. (http://www.recor.org.br/Estacao/consulta.asp)
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Segundo a medicéo de pH aferida pela empresa SoloQuimica — Analises de Solo

Ltda., os solos coletados de cerrado denso (CD) e a réplica A de mata de galeria (MG)

apresentam média acidez, com pH 5,0 e a amostra MGb apresentou pH de 4,5 (Tabela

4).

Tal como encontrado por Aradjo (2011), em termos de granulometria, o0 solo de

mata de galeria apresenta menor propor¢cdo de argila e maior de areia que aquela

encontrada para o solo do cerrado. Também as quantidades de fosforo (P), carbono

organico, matéria organica, calcio (Ca), aluminio (Al) e Nitrogénio (total e nas formas de

amoOnia e nitrato) sdo maiores para 0 solo de mata de galeria que para o solo do

cerrado denso. Alguns desses parametros apresentam valores discrepantes entre as

réplicas, mas a média de tais quantificac6es sao similares aquelas descritas por Aradjo

(2011) para solos das mesmas areas.

Tabela 4. Propriedades fisico-quimicas das amostras de solo coletadas na Reserva

Ecolégica do IBGE realizadas pela SOLOQUIMICA

Parametro CdA CdB MgA MgB
Argila (g/kg) 525 500 450 475
Areia (g/kg) 275 300 425 425

Silte (g/kQ) 200 200 125 100
pH em agua 5.00 5.00 5.00 4.50

C (g/kg) 4510 42.80 83.20 14.30

MO (g/kg) 7760 73.60 143.10 24.60

P (ppm) 0.30 1.50 2.00 2.70

Ca (cmol/dm?®) 030 030 060 0.40

Mg (cmolc/dm3) 0.20 0.20 0.30 0.30

K (cmolc/dm3) 0.02 0.02 0.02 0.02

Na (cmolc/dm3) 0.01 0.01 0.01 0.01

Al (cmolc/dm3) 0.90 1.00 2.20 2.80

H + Al (cmolc/dm3) 8.40 8.40 10.50 14.10
C.T.C (cmolc/dm3) 8.93 8.93 11.43 14.83
Nitrogénio total (mg/kg) 3.25 2.38 6.12 3.62
Nitrato - NO3z (mg/kg) 1.54 1.03 4.54 1.69
Nitrito - NO, (mg/kg) 0.88 0.75 0.75 0.88
Nitrogénio amoniacal - NHz(mg/kg) 0.63 0.50 0.63 0.75
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5.2. Extracdo de DNA total

O procedimento de extracdo de DNA total das amostras de solo das duas
fitofisionomias mostrou-se bastante satisfatério, uma vez que a andlise por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio revelou a presenca
de fragmentos de DNA de alta massa molecular, com pequeno grau de degradacdo em

todas as amostras (Figura 8).

Figura 8. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio, do
DNA metagenémico extraido das amostras de solo das fitofisionomias cerrado denso
(CDa, CDDb) e mata de galeria (MGa, MGb), em duplicata.

A concentracdo do DNA extraido em cada amostra foi aferida no

espectrofotdmetro Nanovue™ (GE), cujos resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5.Concentracdo de DNA extraido das amostras de solo.

Amostra Concentracéo
CDha 7,7 ng/uL
CDb 11,4 ng/uL
MGa 12,2 ng/pL
MGb 20,5 ng/puL

O PowerSaoil Kit (MO Bio) consiste em um procedimento de extracdo direta, onde
as células sao lisadas ainda em meio a matriz do solo e a separacdo de DNA dos
restos celulares e da matriz ocorre uma etapa posterior (Ogram et al., 1987). Apesar
deste método promover maior recuperacdo de DNA, este € obtido com menor grau de
pureza quando comparado ao procedimento indireto, ondea separacdo das células é

anterior a lise (Gabor et al., 2003).
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A extracdo por lise direta de células aumenta a quantidade de acidos humicos e
outras substancias organicas contaminantes presentes na matriz do solo que
interferem nas reacfes enzimaticas subsequentes, como a de amplificacdo do DNA por
PCR ao inibir a atividade da Taq polimerase (Roose-Amsaleg et al., 2001). No entanto,
a extracdo com o PowerSoil Kit (MOBIio) permite uma retirada eficaz dos &cidos
hamicos que, quando presentes, se apresentam como uma banda de cor castanha no
gel de agarose. A adi¢éo de soroalbumina bovina (BSA) na concentracdo de 400ng/pL
diminui a inibicdo da reacdo de PCR por substancias organicas provenientes do solo
(Kreader, 1996).

5.3. Amplificagdo de sequéncias de DNA relativas ao gene de 16S rRNA

Trabalhos previamente realizados em nosso laboratério empregaram o par de
iniciadores 751F/1406R (Tabela 2), descrito como universal para os genes de 16S
rRNA de Archaea por Baker et al. (2003). No entanto, quando os produtos de PCR
foram submetidos ao sequenciamento, verificou-se que praticamente todas as
sequéncias geradas pertenciam ao dominio Bacteria. Desta forma concluiu-se gue tais
iniciadores ndo eram adequados para a deteccao de membros do Dominio Archaea.

Em 1992, DelLong detectou a presenca de membros de Archaea em ambientes
marinhos costeiros, por meio de experimentos de PCR empregando um novo par de
iniciadores, 21F e 958R, que amplifica as regides variaveis V1 a V5 (Figura 6) do gene
de 16S rRNA. Este par de iniciadores foi utilizado com sucesso em outro trabalho
desenvolvido por nosso grupo, cujo objetivo visava a deteccdo de Archaea a partir de
amostras de sedimentos de agua doce do Parque Nacional Sempre-Vivas. Os
resultados obtidos revelaram que este par de iniciadores permitiu a amplificacdo de
sequéncias de rDNA tanto de Crenarchaeota e Euryarchaeota, demonstrando seu
potencial para a amplificacdo de sequéncias do dominio Archaea de outros ambientes.
Além disso, o par de iniciadores descrito por DeLong (1992) vem sendo utilizado na
descricdo de comunidades de Archaea em diferentes ecossistemas (Hansel et al.,

2008; Pazinato et al., 2010), inclusive de ramen bovino (Skillman et al., 2006). Assim,

35



tal par foi escolhido para os ensaios de PCR das amostras provenientes de solo de
Cerrado.

O DNA extraido das amostras de solos — duplicatas de cerrado denso e mata de
galeria — foi utilizado para a amplificacdo do fragmento do gene de 16S rRNA por PCR,
com obtencéo de fragmentos de DNA de tamanho esperado (cerca de 940pb) em todas
as amostras, como ilustrado na Figura 9. A eficiéncia da reacdo de amplificacao foi
similar entre as amostras. O resultado obtido com o controle negativo contendo DNA de
E. coli, indica que o par de iniciadores utilizados foi bastante especifico, uma vez que

nao foi observada a presenca de produtos de amplificacdo no gel.

1000bp

Figura 9. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, dos
produtos amplificados no experimento de PCR empregando os iniciadores 21F e 958R.
B — “branco”, controle negativo, sem DNA; E — DNA de Escherichia coli; CD — cerrado
denso, réplicas A e B; MG — mata de galeria, réplicas A e B, M3 — Marcador de massa
molecular 1kb DNA ladder (Invitrogen).
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5.4. Transformacao de E. coli DH5a com fragmentos do gene de 16S rRNA e selegéo
de clones recombinantes

Os fragmentos de DNA amplificados foram ligados ao vetor pGEM-T Easy®
(Promega, Wisconsin, EUA), conforme orienta¢des do fabricante. Os plasmideos foram
inseridos em células de E.coli da linhagem DH5a por meio da técnica de transformacgéo
por choque térmico e por eletroporacgéao, alternativamente.

Aliquotas de volume variavel (25 a 200uL) do sistema de transformacao (1 mL)
foram semeadas em placas de &gar LB suplementado com Xgal, IPTG e ampicilina,
gue foram incubadas por 16h a 37°C. As colbnias brancas foram selecionadas e
estocadas em LB com glicerol 35%, a -20°C. Foram obtidas 485 col6nias da amostra
CDa, 485 de MGa, 300 de CDb e 344 de MGb.

5.5. Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala
O DNA plasmidial dos clones selecionados de cada amostra de solo foi extraido

empregando-se o PureLink™

Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), ou pelo método de
lise alcalina.

A concentracdo e pureza dos DNAs obtidos foram analisadas por meio de
eletroforese de gel de agarose corado com brometo de etidio, como ilustrado na Figura
10. O marcador de massa molecular High Mass DNA ladder foi utilizado como
pardmetro para estimar a concentracdo do DNA plasmidial de clones aleatérios e

também para confirmar os valores de concentracdo obtidos por espectrofotometria.
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Figura 10. Perfil eletroforético, em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, do
DNA plasmidial de clones aleatoriamente selecionados a partir das bibliotecas de rDNA
das amostras de solo. HM — High Mass DNA ladder (Invitrogen),CDa e CDb — cerrado
denso A e B, MGa e MGb - mata de galeria A e B. Cada poco apresenta a
nomenclatura das colbénias selecionadas.

5.6. Anadlises de bioinforméatica
5.6.1. Analise de qualidade das sequéncias

Um total de 552 clones, oriundos das quatro bibliotecas de DNA, foram
submetidos ao sequenciamento automatico, empregando o iniciador 21F, especifico
para Archaea. Destes, apenas 275 sequéncias apresentaram Phred (Ewing et al. 1998)
de qualidade superior a 20 em mais de 250 nucleotideos e, por esta razdo, as demais
sequéncias foram descartadas. Outras 13 sequéncias foram também eliminadas por
serem curtas demais, uma vez que continham menos de 400 pares de bases. Assim,
as analises de bioinformatica foram realizadas empregando-se as 262 sequéncias - 51
de CDa, 65 de CDb, 75 de MGa e 71 de MGb - que apresentavam qualidade adequada

para a avaliagédo da riqueza de Archaea no solo do Cerrado.
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A andlise das sequéncias com o programa Bellerophon (Huber et al., 2004)
revelou a ocorréncia de 53 sequéncias quiméricas. No entanto, a titulo de confirmacao
de tal evento, cada uma destas 53 sequéncias foi alinhada com sequéncias
depositadas no banco de dados ndo redundante do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), empregando-se o programa blastn (Altschul et al., 1990).
Nesta analise, todos os alinhamentos obtidos relacionavam-se a sequéncias de
Archaea nao cultivaveis. Desta forma, nenhuma das sequéncias foi considerada um
hibrido de outros fragmentos de DNA e, portanto foram mantidas nas andlises

subsequentes.

5.6.2. Classificacao taxonémica pelo Ribosomal Database Project

O banco de dados néo redundante do NCBI é normalmente utilizado para obter
informacdes sobre sequéncias de DNA. Entretanto, dado que a maior parte das
espécies microbianas ainda ndo € cultivada, muitas vezes o alinhamento de
sequéncias desconhecidas com aquelas depositadas no banco de dados nao fornece
informacdes detalhadas sobre o posicionamento taxondmico das amostras sob analise.

No entanto, no caso de sequéncias relativas aos genes que codificam os rRNAs,
é preferivel a utilizacdo do banco de dados Ribosomal Database Project (RDP), uma
vez que este é especifico para sequéncias dos genes que codificam os rRNAs 16S dos
Dominios Bacteria e Archaea e o 18S de fungos. Uma das ferramentas disponiveis no
RDP consiste no Classifier que, como o nome indica, busca classificar as sequéncias
sob andlise em posicdes taxonbmicas hierarquicas, comparando-a as sequéncias
depositadas. Desta forma, este banco apresenta as possiveis classificacbes em cada
nivel taxondmico para cada sequéncia submetida pelo usuario.

As 262 sequéncias com boa qualidade e tamanho superior a 400 pb foram
submetidas a analise utilizando o algoritmo Classifier com limite de confianca
(confidence threshold) de 90%. Dentre as sequéncias analisadas, 250 apresentaram
niveis de confianca entre 90-100% com o dominio Archaea e apenas 12 ndo puderam
ser classificadas de acordo com o limite estabelecido, sendo entdo denominadas

“Dominio nao identificado” (Figura 11). Das 250 sequéncias classificadas como
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Archaea, 147 (47 CDa, 62 CDb, 71 MGa, 70 MGb) foram classificadas como
pertencentes ao filo Crenarchaeota e as 103 restantes apresentaram nivel de confianca
inferior a 90% para classificacao de filo e, portanto, foram nomeadas como “Archaea
sem classificacdo”. Todas as sequéncias pertencentes ao filo Crenarchaeota sao da

classe Thermoprotei, a Unica classe descrita para este filo.

80

70

B Archaea

m Crenarchaeota

Dominiondo
identificado

numero de sequéncias

Cda CdB MgA MgB

Figura 11. Histograma da classificacdo taxondmica das sequéncias de gene de 16S
rRNA de cerrado denso (CDa, CDb) e mata de galeria (MGa, MGb). As sequéncias
foram alinhadas com aquelas depositadas no banco de dados RDP, por meio do
programa Classifier (Wang et al., 2007).

As 12 sequéncias que ndo puderam ser classificadas ndo foram utilizadas nas
analises estatisticas e na construcdo de arvores filogenéticas, por ndo ser possivel
afirmar que sdo sequéncias de Archaea. Desta forma, foram utilizadas: 47 sequéncias
de CDa, 62 de CDb, 71 de MGa e 70 de MGb.

A classificacdo das sequéncias do Cerrado no filo Crenarchaoeta esta de acordo
com a literatura. Os estudos de Archaea relatam que este filo € o predominante em
solo (Bintrim et al., 1997; Buckley et al., 1998; Oschenreiter et al., 2003). Em trabalhos
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de biogeografia, Auguet (2009) e Bates (2010) mostraram ainda que o grupo I.1b do filo
Crenarchaeota € o mais abundante em ambientes terrestres.

Embora a presencga predominante de membros de Crenarchaeota em nossas
amostras confirme os dados da literatura, tal resultado deve também ser avaliado em
relacdo as limitacbes impostas pela metodologia obtida para a obtencdo das
sequéncias de DNA. Neste sentido, deve-se considerar os vieses introduzidos pela
metodologia de PCR para o estudo de diversidade microbiana. Dentre estes, pode-se
citar: variacbes na eficiéncia dos experimentos de PCR devido a presenca de
contaminantes na preparacdo de DNA total; a especificidade do iniciador em relacdo ao
gene 16S rRNA alvo, resultando na amplificacdo diferencial de produtos; o numero de
copias de genes de 16S rRNA por célula e suas variages intraespecificas; formacéo de
produtos artefatos quiméricos; e DNA contaminante ndo proveniente da amostra
(Wintzingerode et al., 1997).

Além disso, como a técnica de PCR € baseada em uma reacdo enzimatica
competitiva, DNAs mais abundantes na amostra terdo maior probabilidade de serem
amplificados. Portanto, organismos raros no ambiente podem néo ter seu gene de 16S
rRNA amplificado, mesmo que suas células tenham sido lisadas (Forney et al., 2004).
Além disso, também a técnica de clonagem impde uma tendéncia de assimilacao de
clones de fragmentos presentes em maior propor¢cdo no sistema de ligagdo. Portanto,
pode-se supor que nesse solo as euryarchaeotas sejam menos abundantes e por isso
nao foram detectadas nesta amostragem. Para garantir 0 acesso inclusive a
organismos mais raros é importante sequenciar um maior nimero de clones.

Entretanto, Bates (2011) relata que sequéncias de Euryarchaeota foram
raramente encontradas nos solos amostrados em seu trabalho de biogeografia de
Archaea em ambientes terrestres. Quando encontradas, compunham apenas 1,5% das
sequéncias de Archaea. Uma baixa porcentagem de Euryarchaeota, cerca de 0,05% do
total de archaeas, foi também detectada em amostras de solo de Cerrado, sendo mais
abundantes em mata de galeria que cerrado denso (Araujo, 2011).

Mesmo possuindo sequéncias longas e com bons valores de phred, ndo foi

possivel obter classificacdo taxondmica inferior a classe, provavelmente devido a uma
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falta de assinaturas gendmicas para niveis taxonémicos mais especificos, e pelo fato
das sequéncias de rDNA n&o possuirem sinal filogenético suficiente para resolver os
nos mais internos talvez devido ao seu tamanho (Brochier-Armanet et al., 2008). Vale
ainda ressaltar que h& baixo grau de concordancia taxondmica entre as diversas
sequéncias depositadas em bancos de dados, provavelmente em virtude da escassez
de representantes cultivados (Auguet et al., 2010). Um aspecto relevante, citado por
Kan (2011) refere-se a auséncia de sequéncias renomeadas como Thaumarchaeota
nos bancos de dados do RDP e do greengenes, observando que todas as sequéncias
desse filo permanecem classificadas como Crenarchaeota.

No momento, os bancos de dados dispdem de 122 genomas completos (Acesso

em 23 de Janeiro de 2012. <http://www.ebi.ac.uk/genomes/archaea.html>), sendo 78

pertencentes ao filo Euryarchaeota (especialmente archaeas haldfilas e
metanogénicas); 39 ao filo Crenarchaeota; 1 ao filo Korarchaeota; 1 ainda depositado
como Nanoarchaeota e 3 de Thaumarchaeota (N. Maritimus e C. symbiosum), sendo
gue Candidatus Caldiarchaeum subterraneum, originalmente proposto como
pertencente a um novo filo - Aigarchaeota - € considerado membro do filo
Thaumarchaeota.

Vale ainda ressaltar que outras abordagens, além da utilizacdo de sequéncias de
genes de rRNA, vém sendo utilizadas no sentido de otimizar e refinar os achados
filogenéticos. Uma estratégia que tem se mostrado bastante consistente, com
resultados que permitem observar a distribuicdo dos organismos nas arvores
filogenéticas em nds mais internos, consiste na utilizacdo de conjuntos de proteinas
ribossomais concatenadas (Brochier-Armanet et al., 2008; Spang et al., 2010; Brochier-

Armanet et al., 2011; Nunoura et al., 2011).

5.6.3 Estimativa de riqueza e alfa-diversidade

Medir a diversidade de um sistema biologico implica em calcular a riqueza e a
abundancia relativa dos organismos em tal ambiente. A riqueza € a medida de
diferentes espécies em determinada comunidade e a abundancia é a homogeneidade

da distribuicdo (evenness) dos individuos nessas espécies. Ao comparar dois
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ambientes de mesma riqueza, aquele que possuir maior uniformidade de organismos
divididos entre os taxons, logo maior abundancia relativa, possui maior diversidade.

Quando procariotos séo utilizados como modelo de estudos filogenéticos ou de
diversidade, ndo se emprega o conceito de espécie, mas sim de unidade taxondmica
operacional (OTUs), uma vez que, de acordo com Coenye (2005), para procariotos
“espécies sdo populacdes e ndo entidades gendmicamente coerentes”. Neste contexto,
um grupo de sequéncias de DNA que apresentem 97% de identidade sao consideradas
como pertencentes a uma mesma OTU para nivel de espécie.

Nesta mesma linha, o posicionamento hierarquico das OTUs nas diferentes
categorias taxondmicas emprega valores de similaridade amplamente utilizados,
propostos por Schloss e Handelsman, em 2004. De acordo com estes autores,
sequéncias com 80% de similaridade (20% de diferenca ou dissimilaridade) s&o
consideradas como de um mesmo filo; com 90% de similaridade (10% de
dissimilaridade) como de uma mesma classe/familia; 95% de similaridade (5% de
dissimilaridade) como de um mesmo género e 97% de similaridade (3% de
dissimilaridade) como de uma mesma espécie.

O valor de 97% de identidade entre duas sequéncias de gene de 16S rRNA foi
definido como padréo para a classificacdo de dois organismos em uma mesma espécie
por Stackebrand e Goebel (1994). Entretanto, outros grupos sugerem que o valor de
99% possa ser mais acurado, uma vez que muitas espécies reconhecidas apresentam
apenas 1% de dissimilaridade entre suas sequéncias do gene de 16S rRNA (Fox et al.,
1992; Yassin et al., 2003).

Para obter o agrupamento das sequéncias segundo 0s nhiveis presuntivos de
taxonomia primeiramente € necessario realizar o alinhamento multiplo das sequéncias.
Este foi realizado com o algoritmo NAST (Near Alignment Space Termination)
(DeSantis et al., 2006), programado especificamente para sequéncias de genes que
codificam rRNA, considerando a estrutura secundaria deste. As regides contendo
somente espacos gerados pelo alinhamento segundo a estrutura secundaria foram
filtradas com o programa Mothur (Schloss et al. 2009). As regides hipervariaveis foram

excluidas das sequéncias alinhadas, dado que mudancas multiplas tendem a se

43



acumular nas regides hipervariaveis, podendo assim ocultar a genealogia da molécula
ao simular identidades falsas e alterar a estimacdo do niumero de eventos evolutivos
(Stackebrandt e Goebel, 1994).

Esta etapa da bioinformética € limitante e crucial para as andalises subsequentes,
visto que a edicdo manual das sequéncias pode alterar os resultados estatisticos
posteriores. Entretanto, White (2010) concluiu que o alinhamento realizado por meio
das ferramentas NAST, MUSCLE e CLUSTALW n&o provoca diferengas significativas
na estimativa de riqueza de OTUs.

Apos o alinhamento, realizado pelo programa Mothur, o arquivo foi convertido
para o formato phylip e, a partir deste, foi calculada a matriz de distancias (método de
average neighbor). Esta foi utilizada para o calculo de agrupamento das sequéncias em
taxons, segundo os valores presuntivos descritos anteriormente.

As sequéncias foram alinhadas de trés formas: 1) as réplicas de cada fisionomia
separadamente; 2) as réplicas de cada fisionomia em conjunto (CDa + CDb e MGa+
MGb) e 3) as sequéncias referentes as quatro amostras, em conjunto.

Isoladamente, foram obtidos os seguintes valores de OTUs para cada biblioteca,
para o valor de 97% de similaridade: em CDa, as 42 sequéncias formaram 19 OTUSs;
CDb com 33 OTUs a partir de 63 sequéncias; MGa originou 19 OTUs a partir de suas
70 sequéncias e MGb 21 OTUs com suas 70 sequéncias (Tabela 6). A partir destes
dados é possivel concluir que mata de galeria € uma area com menor rigueza de
espécies de Archaea do que cerrado denso, por possuir menor nimero de OTUs em
relacdo ao numero de sequéncias, ao contrario do que foi encontrado para Bacteria
(Araujo, 2011).

Curiosamente, embora o nimero de sequéncias da amostra CDa fosse bastante
inferior ao de CDb, a grande diferenca de OTUS detectadas nestas duas amostras
obtidas de cerrado denso, foi marcante. As réplicas de mata de galeria parecem mais
homogéneas se considerarmos que ambas possuem quantidade similar de sequéncias
e de OTUs. Na tabela 6, os singletons indicam as OTUs formadas por apenas uma

sequéncia.
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Tabela 6. Namero de sequéncias, OTUs (3%) e singletons por comunidade.

Sequéncias OTUs Singletons
CDa 42 19 10
CDb 62 33 21
MGa 70 19 9
MGb 70 21 8

Para confirmar quantas OTUs eram compartilhadas entre as réplicas foi realizado
o alinhamento multiplo de CDa com CDb e MGa com MGb.

O alinhamento dos CDs resultou em 37 OTUSs totais, a partir de 104 sequéncias.
Trés sequéncias tiveram que ser excluidas de forma a manter o alinhamento mditiplo
com tamanho maior que 350pb, sendo este valor considerado significativo para a
inferéncia dos dados estatisticos. O diagrama de Venn gerado mostra que 11 OTUs
sdo compartilhadas entre CDa e CDb (Figura 12). Apesar deste niumero parecer nao
ser significativo, dado que CDa apresenta 12 OTUs exclusivas e CDb 14, estas
exclusivas sdo formadas majoritariamente por singletons. As 11 OTUs compartilhadas
representam 74 sequéncias. Desta forma, os resultados obtidos sugerem que CDa e
CDb sédo réplicas provavelmente sujeitas a alteragcbes decorrentes de fatores
ambientais, que resultam nas diferencas observadas nas amostras.

O mesmo resultado foi observado nas amostras de mata de galeria. Novamente
trés sequéncias tiveram que ser excluidas para manter o tamanho do alinhamento
acima de 350pb. Das 140 sequéncias do alinhamento multiplo de MGa e MGb, a
riqgueza total de mata de galeria foi de 19 OTUs, sendo 10 compartilhadas, 5 exclusivas
de MGa e 4 de MGb (Figura 12). Novamente, estas OTUs exclusivas sdo, em sua
maioria, compostas por singletons, de forma que as 10 OTUs compartilhadas
representam 120 sequéncias. A similaridade entre as réplicas de mata de galeria &
mais expressiva quando comparada ao numero de OTUs compartilhadas entre os Cds.
Provavelmente isto ocorre devido a menor riqueza de espécies de Archaea na

fitofisionomia de mata de galeria.
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Cda CdB
12 11 14
16 segs 74 seqs 14 segs
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7 seqs 120 seqs 13 seqs

Figura 12. Diagrama de Venn representando o niumero de OTUs (3%) exclusivas em
cada réplica e compartilhadas entre estas, para CD e MG. Os quadrados apresentam o
numero de sequéncias que compdem cada grupo de OTUs.

A réplica biologica tem por objetivo confirmar a veracidade dos dados
encontrados, mas como se pode observar, ao trabalhar com amostras compostas de
solo, cada microhabitat sofre variacdbes de acordo com fatores locais, como
proximidade a raizes por exemplo. De forma que séo verificadas sequéncias que estao
presentes em apenas uma das replicas. De toda maneira, a maior parte das
sequéncias esta presente na intersecdo das duas subamostras e, portanto, CDa-CDb e
MGa-MGDb serao consideradas réplicas, trabalhando-se assim com as comunidades CD

(CDa+CDb) e MG (MGa+MGDb).
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Das 250 sequéncias totais caracterizadas como pertencentes ao dominio
Archaea, nove foram descartadas na etapa de ralizacdo do alinhamento multiplo de
todas as bibliotecas, de forma a conservar o alinhamento com no minimo 350 pares de
bases. Desta forma, restaram entdo 42 sequéncias alinhadas de CDa, 60 de CDb, 71
de MGa e 68 de MGb.

Os mesmos calculos foram utilizados para comparar as comunidades de cerrado
denso e mata de galeria, considerando as réplicas como uma amostra Unica. Das 241
sequéncias do analisadas foram obtidas 59 OTUS, (Figura 13), sendo possivel
observar no diagrama de Venn que a comunidade de CD forma 28 OTUs exclusivas e
MG 19 exclusivas, corroborando os graficos anteriores que apresentam CD com maior
riqgueza. No entanto, CD e MG compartilham 12 OTUs. Estas OTUs compartilhadas sao
representadas por 121 sequéncias, metade do total de sequéncias alinhadas.

Este resultado sugere que ha uma sobreposicdo de organismos nas duas
fitofisionomias. Provavelmente tais organismos sédo generalistas, sofrendo pouca
influéncia das caracteristicas do solo de cada fitofisionomia, como os maiores valores
encontrados de matéria organica, aluminio, fésforo e nitrogénio (Tabela 4) nos solos de
mata de galeria.

A formacgéo das comunidades de Archaea especificas em cerrado denso e mata
de galeria, representadas pelas OTUs exclusivas de organismos especialistas, podem
ser afetadas por um ou mais desses parametros cujos valores séo diferentes para CD e
MG. Da mesma forma, o conteudo hidrico, também pode ser um fator responséavel por

esta diferenca.
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Figura 13. Diagrama de Venn representando o numero de OTUs (3%) exclusivas a
cada fitofisionomia e compartilhadas entre estas. CD: cerrado denso (CDa+CDb), MG
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(mata de galeria (MGa+MGb). Os quadrados apresentam o nimero de sequéncias que

compdem cada grupo de OTUs.

A Figura 14 apresenta a correlagéo entre niumero de OTUs e ndmero absoluto de
sequéncias foi estabelecida nas curvas de rarefacdo com o objetivo de se observar a

cobertura da amostragem, para os niveis de espécie (3%), género (5%), classe (10%) e

filo (20%).
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Figura 14. Curvas de rarefagcdo com as porcentagens de dissimilaridade de 3%, 5%,
10%, 20%. Curva de CD e Curva de MG.

Enguanto o grafico relativo a amostra MG (Figura 14) indica que a amostragem de
141 sequéncias parece ter sido suficiente para descrever a comunidade de Archaea,
visto que para todos os niveis taxonémicos, a curva esta proxima de atingir o plato, a
analise da cobertura de cerrado denso (CD) indica haver a necessidade de aumentar a
amostragem de clones, uma vez que para 0s niveis de espécie, género e classe a
curva ainda nao atingiu um platé.

A curva construida a partir de todas as bibliotecas para nivel de espécie (3%)
(Figura 15) corrobora as curvas obtidas com as amostras de cada fisionomia
separadamente. CDa e CDb e MGa e MGb apresentam inclinagbes similares e
novamente é possivel observar que a amostra de mata de galeria estd mais proxima de

descrever toda a comunidade do que a amostra de cerrado denso.
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Figura 15. Curva de rarefacéo de todas as areas com o limite de 3% de diferenca.

Alguns estudos revelam que raramente bibliotecas de Archaea sé&o tao diversas
guanto as de Bacteria, sugerindo que as primeiras apresentam comunidades menos
ricas, com maior propor¢cao de organismos abundantes que de raros. Via de regra, a
comparacao de comunidades de Bacteria e Archaea de um mesmo ambiente revela
gue a quantidade de sequéncias necessarias para atingir a saturacao da curva € menor
em Archaea (Aller e Kemp, 2008; Robertson et al, 2009).

Especificamente para o0 ambiente terrestre, € comum encontrar menor
porcentagem de Archaea que Bacteria, compondo até 5% da microbiota do solo
(Roesch et al., 2007; Araujo, 2011; Bates et al., 2011). Apesar de Kemnitz (2007) ter
descrito um aumento proporcional de 12 a 38% de sequéncias do gene de 16S rRNA
de Archaea com o aumento da profundidade do solo amostrado.

Archaeas apresentam maior diversidade em habitats de fendas hidrotermais e
ecossistemas de agua doce. No entanto, os organismos encontrados em solo sdo mais
filogeneticamente agrupados, sendo a diversidade de Archaea resultante de um alto
numero de filotipos altamente relacionados, e ndo devido a presenca de diferentes

linhagens (Auguet et al., 2010).
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Hong (2009) defende ainda que mesmo que uma amostragem seja maior, 0 Viés
introduzido pela escolha dos iniciadores na PCR implica na descricdo de apenas uma

fracdo da real comunidade.

Trabalhos de ecologia microbiana também utilizam outros métodos para o calculo
de riqueza de comunidades de microorganismos, empregando a terminologia adotada
em estudos de macroecologia, a saber: a-diversidade - aquela que descreve as
espécies encontradas em determinado local, B-diversidade — que descreve as
diferencas na composicdo de espécies entre dois sitios; e por fim, y-diversidade — que
descreve as diferengas de todos os sitios ao longo de uma paisagem. (Forney et al.,
2004)

A diversidade de um local é determinada pela riqueza de espécies, que consiste
no numero e uniformidade de espécies no local, ou seja, a abundancia relativa de cada
espécie (Forney et al., 2004). Entretanto, em trabalhos baseados em genes de 16S
rRNA somente a riqueza de filotipos da comunidade local é analisada, ou seja,
fornecem resultados quantitativos apenas. Neste caso, ndo € possivel inferir a
diversidade, pelo fato da PCR ser uma técnica enzimatica competitiva, na qual as fitas
de DNA nédo sdo amplificadas de forma homogénea, isto é, ha uma tendéncia de
amplificacdo de moléculas de DNA presentes em maior concentracdo. Assim, ndo é
possivel afirmar a abundancia de determinados grupos frente a outros.

Por outro lado, a diversidade pode ser analisada se mantida a ressalva de que
estd sendo realizada uma comparacdo do niamero de sequéncias em relacdo ao total
amostrado naquele local. Por exemplo, no caso da descricdo da abundéancia relativa
principalmente de archaeas e bactérias, onde verifica-se que sequéncias de archaeas
em solo representam somente 2% da populagdo microbiana (Bates et al., 2010).

A titulo de comparacdo entre as comunidades, os indices de diversidade de
Shannon e de Simpson foram utlizados. O primeiro é utilizado para verificar a
comunidade mais diversa. O segundo atribui valores de 0 a 1 para cada comunidade,

sendo que valores mais proximos de 0 indicam maior diversidade.
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A riqueza foi estimada também pelos indices ndo paramétricos de Ace e Chaol.
Ambos estimam o numero de OTUs esperadas. Estes valores podem ser comparados

ao numero de OTUs observadas (sobs) (Tabela 6).

Tabela 7 Indices de riqueza (Ace e Chao) e diversidade (simpson e shannon) para as
duas fitofisionomias

CD MG
NUmero de sequéncias 104 140
3% Cobertura 76,92% 96,43%
Sobs 37 19
Ace 190,94 23,25
Chaol 106,00 21,50
Simpson 0,07 0,16
Shannon 3,03 2,25
5% Cobertura 86,54 97,14%
Sobs 26 14
Ace 71,61 17,04
Chaol 56,33 16,00
Simpson 0,08 0,20
Shannon 2,72 1,89
10% Cobertura 95,19% 100%
Sobs 12 5
Ace 22,00 5,00
Chaol 29,28 5,00
Simpson 0,21 0,27
Shannon 1,87 1,41
20% Cobertura 100% 100%
Sobs 3 2
Ace 3,00 2,00
Chaol 3,00 2,00
Simpson 0,49 0,92
Shannon 0,84 0,18

Tal como observado para os valores de OTUs (Tabela 6 e Figura 12) e nas curvas
de rarefacdo (Figura 14 e 15), os indices de riqueza e de diversidade, mostram que
cerrado denso é ndo sO mais rico como apresenta maior diversidade de organismos
gue mata de galeria.

Todos os resultados séo congruentes no sentido de que a riqueza de espécies no

cerrado denso e na mata de galeria foi praticamente coberta. Entretanto, métodos nao
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paramétricos sao influenciados pelo tamanho da amostragem. Assim, caso esta seja
muito pequena, a estimativa de riqueza também o seréd (Hughes et al., 2001; Curtis et
al., 2006). Portanto, deve ser levada em conta a possibilidade da riqueza de Archaea
em solo de Cerrado ter sido subestimada.

Os indices de Ace e Chaol séo calculados de forma diferente, portanto € usual
gue apresentem numeros diferentes de OTUs esperadas dentro de uma mesma
amostra. Empregando-se valores de cutoffs mais baixos, como de 10 e 20%, os
resultados tornam-se mais consistentes.

O indice de Shannon apresenta valores absolutos de diversidade e para todos os
niveis taxondmicos, a amostra de cerrado denso apresentou maiores valores. Tais
dados foram corroborados pelo indice de Simpson, no qual a amostra de cerrado
denso apresentou valores mais proximos de 0, sugerindo ser um ambiente mais
diverso que a mata de galeria. Mesmo apresentando menor diversidade, a amostra de
mata de galeria também apresentou alta diversidade até o nivel de classe (10% de
dissimilaridade). Desta forma, considerando que mata de galeria apresenta menor
riqueza, mas niveis de diversidade mais elevados, sua composicdo deve ser

caracterizada por uma maior abundancia relativa de organismos.

5.6.4. Andlises estatisticas de beta-diversidade

A andlise comparativa de diversidade entre as amostras € denominada [3-
diversidade e pode ser estimada por meio de testes de hipotese alternativos aos
baseados em OTUSs, tais comof-Libshuff (Schloss et al., 2004) e Unifrac (Lozupone et
al., 2006).

O teste [-Libshuff compara as comunidades par a par e verifica se uma é
subamostra da outra e permite concluir qual a significancia de cada comunidade ser
Gnica do local.

O valor de p corrigido pela corregcdo de Bonferroni indica a significancia entre as
amostras. Se o resultado do valor p for inferior ao p corrigido, as comunidades

apresentam diferenca significativa.
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Tabela 8.Teste de hipotese Libshuff entre as amostras de cerrado denso e mata de

galeria.
Significancia
Comparacéo dCXYScore p value
se p=0,05/12=0,0041

CDa-CDb 0.0002015 0.6815 Nao
CDb-CDa 0.0001000 0.7717 Nao
CDa-MGa 0.0024346 <0.0001 Significativo
MGa-CDa 0.0017213 0.0107 Nao
CDa-MGb 0.0028176 <0.0001 Significativo
MGb-CDa 0.0038394 0.0001 Significativo
CDb-MGa 0.0037450 <0.0001 Significativo
MGa-CDb 0.0042325 <0.0001 Significativo
CDb-MGb 0.0042753 <0.0001 Significativo
MGb-CDb 0.0065050 <0.0001 Significativo
MGa-MGb 0.0001553 0.4339 Nao
MGb-MGa 0.0002927 0.1293 Nao

As réplicas ndo apresentam diferenca significativa entre si, como esperado. A
baixa sobreposicdo de sequéncias entre as bibliotecas das areas de cerrado denso e
mata de galeria permitiu concluir se tratarem de amostras diferentes, com comunidades
Gnicas. A comparacdo do par reverso permitiu identificar qual comunidade é
subamostra da outra, como no caso de MGa-CDa, em que CDa é subamostra de MGa,
provavelmente devido a pequena amostragem de CDa (Tabela 8).

O conceito de Baas-Becking de que “tudo esta em todo lugar, o ambiente
seleciona” (“everything is everywhere; the environment selects”), mostrado inicialmente
em selecdo de placa (Wit e Bouvier, 2006), é aceito hoje em dia na microbiologia
ambiental, sendo confirmado por estudos de sequenciamento de genes marcadores
filogenéticos. Para a comunidade bacteriana do solo de cerrado foi observado
agrupamento de sequéncias conforme a fitofisionomia analisada, ficando

significativamente separados 0s grupos de mata de galeria e campo sujo, do cerrado
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denso e cerrado sensu strictu (Aradjo, 2011). Auguet (2010) mostrou para Archaea
haver também um agrupamento de determinados grupos conforme o habitat.

O programa Unifrac (Lozupone et al., 2006) foi utilizado para avaliar a diferenca
da estrutura entre as comunidades das duas fitofisionomias. Uma arvore filogenética no
formato Newick € utilizada como input para esse programa, no qual € possivel observar
em quais linhagens estdo concentradas as diferencas entre as comunidades. O grafico
de Andlise das Principais Coordenadas é a forma de visualizagdo de tais diferencas a

partir das distancias entre as sequéncias.
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Figura 16. Grafico de Andlise das Principais Coordenadas (PCA) construido no
programa Unifrac (Lozupone et al.,, 2006) para demonstrar agrupamento em
guadrantes dos ambientes amostrados. Quadrados azuis indicam as réplicas de
cerrado denso e circulos vermelhos indicam as réplicas de mata de galeria.

No grafico de Andlise de Principais Coordenadas (PCA) foi possivel observar
diferenca entre mata de galeria e cerrado denso para sequéncias de Archaea,
separadas em quadrantes diferentes (Figura 16). Todavia, CDa e CDb, réplicas
biologicas da fitofisionomia de cerrado denso ndao foram agrupadas em um mesmo

guadrante, provavelmente devido & maior semelhanca entre as sequéncias de MGa e
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MGDh, talvez relacionado a menor riqueza de espécies deste grupo. Este resultado esta
coerente com agueles obtidos nos Diagramas de Venn (Figura 12), em que se observa
maior similaridade entre as réplicas de MG do que entre as de CD.

Como se observa nas analises de beta-diversidade (Tabela 8 e Figura 16), as
comunidades das duas fitofisionomias sdo significativamente diferentes,
independentemente da alta porcentagem de compartihamento de OTUs entre as
comunidades de CD e MG apresentado na Figura 13.

No programa Unifrac, foi utilizado o Lineage Specific Analysis, com uma distancia
de 0,1, a fim de identificar as OTUs que contribuiram para a diferenca entre as
fitofisionomias. As sequéncias que promoveram essa diferenca maior entre as réplicas
de cerrado denso comparativamente as de mata de galeria foram alinhadas no
programa blastn do banco de dados do NCBI.

Apesar do alinhamento das sequéncias das quatro areas com o banco de dados
nao redundante do NCBI ter mostrado heterogeneidade entre os hits, as sequéncias
dos grupos que promoveram a diferenca entre as amostras nos quadrantes do PCA
foram todas da fitofisinomia de cerrado denso, de ambas amostras da réplica, e
apresentaram todas os mesmos melhores hits: uma crenarchaeota proveniente de
intestino de cupim (AF293587), uma archaea néo classificada de solo de um vulcéo
(DQ791525) e uma crenarchaeota descrita de um solo sob cultivo de arroz
(AB380040). Estes foram diferentes de todos os hits obtidos com o restante das
sequéncias, indicando que tal grupo de sequéncias de CD difere do restante da mesma

fitofisionomia e daquelas de mata de galeria.

5.6.5. Arvores filogenéticas

A construcdo de arvores filogenéticas € uma metodologia baseada,
essencialmente, no alinhamento multiplo das sequéncias sob analise com aquelas
disponiveis em banco de dados.

Um representante de cada OTU em nivel de espécie (3%) foi escolhido para a
construgao da arvore filogenética de cada fitofisionomia (amostras CD e MG).
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Sequéncias de isolados de Archaea dos filos Euryarchaeota e Crenarchaeota,
assim como dos filos propostos Thaumarchaeota, Korarchaeota e Aigarchaeota foram
alinhados as sequéncias representantes de OTUs para construgdo da arvore, no
sentido de permitir a avaliagdo da qualidade do alinhamento e da construcao da arvore,
como também para obter uma melhor estimativa das possiveis classificacdes dos
clones obtidos no solo de cerrado (Figura 17).

Para a construcdo da &rvore foram escolhidos genomas de organismos
atualmente considerados do filo Thaumarchaeota, ou sequéncias parciais do gene de
rRNA 16S de outros organismos nao cultivados, amplamente descritos em outros
trabalhos. Isolados conhecidos de cada filo, com genoma sequenciado, foram também
incluidos na arvore. Do filo Euryarchaeota: Haloferax volcanii, Methanocella paludicola,
Methanocalculus halotolerans. Do filo Crenarchaeota, as archaeas hipertermdfilas:
Sulfolobus solfataricus, Ignicoccus hospitalis, Thermoproteus neutrophilus e
Pyrobaculum islandicum. Do filo Korarchaeota o Unico representante com genoma
sequenciado, Candidatus Korarchaeum cryptofilum.

O método Neighbor-Joining foi o escolhido para a construcdo da arvore por ser o
mais simples e o mais utilizado na construcdo de arvores a partir de sequéncias do
gene 16S rRNA. Este método apresenta uma aproximacdo a minima evolucdo ao
aglomerar as OTUs a partir da matriz de distancia gerada, produzindo uma arvore com
0S menores comprimentos (Saitou e Nei, 1987).

Embora o método de maxima verossimilhanca apresente a melhor representacéo
evolutiva das sequéncias analisadas, requer maior esforco computacional e baseia-se
em modelos evolutivos complexos, desnecessarios ao estudo de riqueza de espécies
por meio de sequéncia de gene de 16S rRNA. No entanto, ambos os métodos foram
testados para construcéo da arvore e as sequéncias de cerrado obtidas neste trabalho
formaram os mesmos clados.

Conforme mencionado anteriormente, os isolados do grupo | de Crenarchaeota
séo classificados por alguns autores como pertencentes ao filo Thaumarchaeota. Esta
nomenclatura sera utilizada também para fins de classificacdo das sequéncias nesta

dissertagao.
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Neste grupo I, as sequéncias de Cenarchaeum symbiosum (Preston et al., 1996);
Candidatus Nitrosopumilus maritimus (Konneke et al., 2005); Giganthauma
karukarense, Giganthauma insulaporcus (Muller et al., 2010); e da recente espécie
proposta Candidatus Nitrosoarchaeum koreensis (Nitrosopumilaceae archaeon MY1,
figura 17) (Jung et al., 2011) sdo pertencentes ao grupo l.1la. Todas séo isoladas de
ambiente aquatico, exceto a ultima, obtida de solo agriculturavel.

Outros isolados, representantes do grupo I.1b de Thaumarchaeota foram também
utilizados. S&o eles Nitrososphaera gargensis (Hatzenpichler et al.,, 2008) e
Nitrososphaera viennensis (Tourna et al., 2010), além de um isolado que se apresenta
em um ramo irmé&o ao grupo |.1b, Candidatus Nitrosocaldus yellowstonii (de la Torre et
al., 2008).

A maioria destes isolados apresenta o0 gene amoA e para alguns ja foi
demonstrada a capacidade de oxidacdo de amdnia. Somente para as espécies de

Giganthauma né&o foi encontrado tal potencial de nitrificacao.
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Figura 17. Arvores filogenéticas construidas a partir dos representantes de cada OTU
(3%) das amostras CD e MG e CD+MG, apés alinhamento com sequéncias de
diferentes isolados de Archaea. A arvore foi construida pelo programa MEGAS (Tamura
et al., 2011) pelo método deNeighbor Joining (Saitou e Nei, 1987), com modelo de
Jukes-Cantor (Jukes e Cantor, 1969) e teste de 1000 bootstrap (Felsenstein, 1985).
Valores de bootstrap menores que 50 foram excluidos da arvore. A escala indica a
distancia da similaridade dos ramos. Uma sequéncia de Acidobacteria ndo cultivada do
grupo gpl foi utilizada como grupo externo. E: Euryarchaeota; C: Crenarchaeota; K:
Korarchaeota; A: Aigarchaeota; I.1a, I.1b e I.1c: Thaumarchaeota. Os valores entre
parentesis em cada clone indicam o nimero de sequéncias agrupadas na OTU daquele
representante, e a indicacao se OTU é representada por sequéncias exclusivamente da
réplica A ou B ou se de ambas.

A analise das arvores filogenéticas revela que todas as sequéncias recuperadas
das amostras de cerrado denso e mata de galeria encontram-se posicionadas no grupo
anteriormente classificado como grupo | de crenarchaeotas mesofilas, atualmente
considerado por varios autores como o novo filo Thaumarchaeota (Brochier-Armanet et
al., 2011; Nunoura et al., 2011).

As relacdes filogenéticas observadas na Figura 17 da &rvore filogenética de solos
de cerrado denso e mata de galeria podem ser comparadas aquelas apresentadas por
Pester (2011) na Figura 2.

As 113 sequéncias utilizadas para a construcdo da arvore da fitofisionomia de
cerrado denso, originaram 36 OTUs, sendo 14 posicionadas no grupo 1.1b e 22 em
1.1c. No entanto, apesar de parecer desta forma que a maioria das sequéncias estéo
afiliadas ao grupo l.1c de Thaumarchaeota, aquelas 14 OTUs do grupo l.1b sé&o
formadas pela maioria das sequéncias: 66. As 47 sequéncias restantes formam o grupo
l.1c.

No caso da amostra de mata galeria, foram obtidas 140 sequéncias, que geraram
19 OTUs assim distribuidas: 4 OTUs (6 sequéncias) em l.1a, 3 OTUs (39 sequéncias)
em l.1b e 12 OTUs (95 sequéncias) em Il.1c. Nesta fitofisionomia ha uma clara
diferenca, com maior predominancia de sequéncias no grupo l.1c. Este resultado esta
consistente com a literatura, que relata sequéncias deste grupo isoladas de formacdes

florestais, como € considerada a mata de galeria (Jurgens et al., 1997).
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Apesar do numero de OTUs esperadas (Tabela 7) indicar que mata de galeria
apresenta menor rigueza e diversidade que cerrado denso para todos o0s niveis
presuntivos mesmo de classe e filo, na arvore (Figura 17) pode-se observar formacao
das sequéncias de mata de galeria nos trés grupos de Thaumarchaeota, contra apenas
dois grupos em cerrado denso.

O primeiro clado de CD, constituido por sequéncias tanto da réplica A quanto da
B, estd afiliado com sequéncias isoladas de rizosfera (AF227640) e de rdamen
(AY422959). Os isolados de Candidatus Nitrososphaera gargensis e Nitrososphaera
viennensis formam um clado com uma sequéncia de mangue (DQ363808) e de
sedimento de 4gua doce (AF418938) e com a OTU CDb44.

As sequéncias de solo utilizadas para construcdo das arvores foram descritas por
trabalhos de referéncia. Jurgens (1997) - X96688 e Kemnitz (2007) - AM291987 sao
artigos importantes na descricdo de crenarchaeotas mesofilas de solos acidos.
Oschenreiter (2003) - AY278095 e Bintrim (1997) - U62814 sado os artigos mais citados
sobre a predominancia do filo Crenarchaeota, principalmente do grupo I.1b, em solos.

Na arvore de CD, observa-se a forte afiliacdo de sequéncias do cerrado denso
com as sequéncias de solo descritas por Jurgens (1997) e Oschenreiter (2003) no
grupo l.1c. Outro clado esta fortemente relacionado a sequéncia descrita por Kemnitz
(2007). Todos estes corroboram a qualidade da construcdo da arvore por terem
descrito ambientes com alta porcentagem de sequéncias do grupo Il.1c de
Thaumarchaeota.

Na arvore de MG é possivel observar claramente um menor nimero de OTUs,
com grande namero de sequéncias. A OTU mais representantiva, com 47 sequéncias
se encontra no grupo l.1c fortemente afiliada as sequéncias de solo descritas por
Ochsenreiter (2003) e Jurgens (1997) e também a uma sequéncia amostrada de um
lixiviado de mina de uranio (AJ535136).

Ha a formacédo de um clado irmao de uma pequena porcentagem das sequéncias
de mata galeria com o grupo l.1la, representado este por sequéncias de ambiente

aqguatico.
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Com o intuito de verificar a formacao de clados entre as sequéncias de cerrado
denso e mata de galeria foi construida também uma arvore filogenética com todas as
sequéncias representantes para nivel de 3% das comunidades de cerrado denso e
mata de galeria. Verifica-se novamente a formagdo de clados unicamente de
sequéncias do Cerrado e muitos destes constituidos por sequéncias de CD e MG.

No grupo l.1b, a maioria das sequéncias de mata de galeria estdo proximas
filogeneticamente das sequéncias descritas a partir de rizosfera (AF227640) e de
rimen (AY422959) e de solo descrito por Bintrim (1997) (U62814). Mas € possivel
observar uma OTU representada por 5 sequéncias que forma um ramo irmao a
sequéncia do isolado de Candidatus Nitrososphaera gargensis descrito por
Hatzenpichler (2008).

E possivel observar em ambas as arvores a formacéo de clados exclusivamente
compostos por sequéncias de Cerrado. N&o é possivel afirmar que sejam sequéncias
novas sem afiliacdo ainda descrita, pois seria necessario utilizar todas as sequéncias
descritas para construcdo da arvore, no entanto € um indicativo de sugere a existéncia
de organismos ainda néo descritos no solo do Cerrado.

Os solos de cerrado denso e de mata de galeria sdo levemente &acidos,
apresentando pH 5,0. Portanto seria esperado encontrar um maior porcentagem de
sequéncias afiliadas ao grupo l.1c, como encontrado por Kemnitz (2007). Enquanto
nas amostras de cerrado denso, pode-se verificar uma distribuicio homogénea das
sequéncias nos grupos l.1b (de solos) e I.1c (de solos acidos), 0 mesmo ndo ocorreu
em relacdo as amostras de mata de galeria. Neste caso, houve clara predominancia de
sequéncias afiliadas ao grupo l.1c, que foi definido como um grupo predominante de
solos acidos.

A composicédo deste grupo é diretamente afetada pelo pH do solo, sendo que sua
abundancia aumenta com a diminuicdo do pH (Lehtovirta et al., 2009) e pode chegar a
85% do total de sequéncias de Archaea em solo acido de floresta (Kemnitz et al.,
2007).

Devido ao maior teor de agua em solos de mata de galeria, ndo é surpreendente

encontrar sequéncias do grupo l.la apenas nessas amostras. Apesar de,
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recentemente, ter sido descrito um novo candidato ao filo Thaumarchaeota isolado de
solo de agricultura e pertencente ao grupo l.1a (Jung, 2011).

A quantificacdo da umidade relativa de solos das mesmas areas (cerrado denso e
mata de galeria), coletados para outro trabalho, revelaram que amostras de mata de
galeria contém 37% de conteudo de agua, contra 18% presente no solo de cerrado
denso (dados cedidos gentilmente pela doutoranda Maria Regina da Silva Sartori do
Laboratorio de Ecologia da Universidade de Brasilia).

Outros parametros fisico-quimicos, como aqueles apresentados na Tabela 4,
podem também influenciar a diferenciacdo das comunidades de Archaea em mata de
galeria e cerrado denso, como por exemplo as quantidades e matéria organica, fosforo
e mesmo a concentragéo de nitrogénio.

Como as sequéncias de cerrado denso e mata de galeria encontradas neste
trabalho formaram grupo monofilético, com bootstrap maior do que 70, com organismos
oxidantes de amdnia do filo Thaumarchaeota, € possivel que algumas destas sejam de
organismos capazes de metabolizar amonia.

Curiosamente, o posicionamento das sequéncias de isolados dos outros filos
difere entre as duas arvores. Tal fato poderia ser explicado pelos baixos valores de
bootstrap para os ramos que formam tais filos. Atualmente, considera-se que
inferéncias mais robustas sobre o posicionamento filogenético de determinado grupo
de sequéncias requerem a utilizacdo de sequéncias concatenadas de SSU e LSU e/ou
proteinas ribossomais (Spang et al., 2010; Nunoura et al., 2011).

Por outro lado, é importante ressaltar que na afiliacdo dos clados das sequéncias
de Cerrado com sequéncias descritas para os grupos l.1a, 1.1b e l.1c, os valores de
bootstrap foram maiores que 70, o que pode ser considerado significativo para fins de

classificacao taxondémica.

6. Consideracg0es finais
Este trabalho apresenta a primeira descricdo da riqueza de Archaea no solo do

bioma Cerrado. No entanto, uma vez que este bioma é caracterizado por estacées bem
definidas com diferentes niveis pluviométricos, provavelmente a composicdo da
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comunidade de Archaea na estacédo de transicdo seca-chuva — quando as amostras
foram coletadas — ndo € a mesma presente nas outras estacdes (seca, chuvosa,
transicdo chuva-seca).

Devido ao grande numero de trabalhos descrevendo a predominancia de
membros do filo Crenarchaeota em solos, é provavel que este seja também o mais
encontrado em outras épocas do ano, principalmente o grupo I.1b, 0 mais ubiquo em
ambientes terrestres. Considerando-se também que o contetdo de &gua influencia no
pH do solo, é possivel que em outras estacfes climaticas haja uma maior propor¢ao de
organismos do grupo l.1c. Por outro lado, organismos do filo Euryarchaeota, tais como
archaeas metanogénicas podem estar em menor nimero em épocas secas, tornando-
se mais representativas quando o solo apresenta maior contetudo de agua (Angel et al.,
2011).

Os resultados obtidos neste trabalho ndo permitem inferéncias acerca do
metabolismo das archaeas no solo do cerrado. E possivel, no entanto, especular o
potencial nitrificador dos organismos encontrados, dado que suas sequéncias
agruparam-se, nas arvores filogenéticas, com organismos do filo Thaumarchaeota,
reconhecidamente participantes do ciclo do nitrogénio.

A distribuicdo terrestre de Archaea, em uma escala global, apresenta grande
variabilidade quanto a estrutura da comunidade e a sua abundancia relativa, o que
enfatiza a necessidade de amostrar o maior numero de solos antes de apresntar-se
conclusdes gerais sobre a ecologia e riqueza de Archaea (Bates et al., 2010).

Este € o primeiro trabalho de avaliacdo da composicdo da comunidade de
Archaea no solo de Cerrado. Entretanto, um maior entendimento sobre a real
diversidade e endemicidade dos filotipos encontrados requer a utilizacdo de outros
marcadores filogenéticos em concomitancia com o gene de 16S rRNA, ou mesmo,
mais de um conjunto de iniciadores para este gene.

Dada a baixa resolucdo do gene de 16S rRNA, estudos futuros sobre
comunidades de Archaea poderéo ser realizados empregando sequéncias de proteinas
ribossomais, a fim de permitir uma possivel elucidacéo da classificacdo dos organismos

presentes no solo do cerrado em nivel taxondmico mais especifico.
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7. Conclusfes e perspectivas

ePode-se concluir que crenarchaeotas mesdfilas, possivelmente também
denominadas Thaumarchaeota, sdo dominantes nos solos de cerrado denso e mata de
galeria do Cerrado da Reserva Ecoldgica do IBGE.

e As fitofisionomias de cerrado denso e mata de galeria apresentam composicdes
distintas de Archaea, com a predominéancia de membros do grupo I.1c em Mg e de I.1b
em Cd.

eA presenca de organismos do grupo l.la, de ambientes aquaticos, sé foi
detectada em mata de galeria.

e Apesar da significativa diferenca verifica com os testes estatisticos de [-
diversidade, Cd e Mg compartilham 121 sequéncias divididas em 12 OTUs (3%).

e A curva de rarefacdo de mata de galeria comeca a atingir o platd para nivel de
espécie com 70 sequéncias. No entanto, serd necessario o sequenciamento de um
maior numero de clones a fim de obtermos uma maior cobertura em ambas as
fitofisionomias, especialmente na de cerrado denso.

e Este trabalho sera ampliado para as outras fitofisionomias encontradas no bioma
Cerrado.

eNOsSsO grupo ja iniciou trabalhos com os iniciadores para 0 gene amoA,
envolvido no processo de oxidacdo de amébnia, dado que este é um metabolismo
comumente encontrado em organismos do filo proposto Thaumarchaeota.

eEnsaios de PCR em tempo real poderdo ser utilizados para averiguar a
abundancia do filo Thaumarchaeota no solo, a qual serd correlacionada com a
expressdo dos genes de oxidagdo de amonia de forma a estimar a importancia de
Archaea de solo de cerrado no ciclo do nitrogénio.

¢ O cultivo de Archaea do solo de Cerrado podera ser realizado com o intuito de
descrever novos organismos desse dominio e, se possivel, mostrar a capacidade de

nitrificacdo ou outros metabolismos para esses.
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ANEXO I. Trabalhos apresentados em congresso

Trabalho apresentado na forma de p6ster no 3° Congresso sobre Diversidade Microbiana
da Amazbnia e XlIl Encontro Nacional de Microbiologia Ambiental (ENAMA) realizado em

Manaus em Dezembro de 2010

Estudo da diversidade filogenética de Archaea no solo e no sedimento do bioma Cerrado
Elisa Catdo, Julianna B. Peixoto, Thiago Rodrigues, Vitor Valdez, Helena Magaldi, Cynthia
Kyaw

A microbiologia ambiental atual procura descrever os microorganismos a partir de
técnicas independentes de cultivo dado que apenas uma pequena fragdo dos mesmos é capaz
de formar colbnias em meios sélidos. O Dominio Archaea vem sendo descrito principalmente
através dessas técnicas moleculares e atualmente é dividido em dois filos: Crenarchaeota e
Euryarchaeota. Dado que sequéncias do gene rRNA 16S de Archaea foram descritos de
diversas amostras, as archaeas passaram a ser consideradas ubiquas. No entanto pouco se
conhece sobre sua importancia nos ciclos biogeoquimicos e sua diversidade filogenética e
funcional ainda é subestimada. O nosso objetivo é o de caracterizar a diversidade e a riqueza
de archaeas em amostras de solo e de sedimento do Cerrado - a principal vegetagéo do Brasil
Central, sendo o segundo maior do pais. O cerrado constitui um dos biomas de maior
diversidade biologica de nosso planeta; € uma das savanas mais ricas do mundo; é
considerado um dos 25 “hotspots” mundiais de importancia para a conservagdo. O DNA
genomico total de amostras compostas de solo e de sedimentos foi extraido diretamente com o
PowerSoil DNA Isolation Kit (MO Bio Laboratories Inc.). Primers Archaea-especificos foram
utilizados para amplificar a regido do gene marcador 16S rRNA do DNA extraido. Apos a
amplificacdo, os fragmentos foram clonados no vetor pGEM®-T Easy Vector System |
(Promega, Madison, USA) e transformados. Clones foram aleatoriamente selecionados e
sequenciados no sequenciador automético ABI3730 (Applied Biosystems). Em um screening
inicial, todas as sequéncias de boa qualidade apresentaram correspondéncia de 100% com o
Dominio Archaea segundo alinhamento com sequéncias do banco de dados Ribosomal
Database Project. Ao alinha-las com o GenBank da National Center for Biotechnology todas
correspondiam a clones de archaea ndo cultivaveis. A analise dessas sequéncias nos permite
identificar as archaeas presentes naquelas amostras ambientais e, posteriormente, acessar

metabolismos ainda desconhecidos e com potencial biotecnolégico.
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Trabalho apresentado na forma de p6ster no 26° Congresso Brasileiro de Microbiologia
realizado em Foz do Iguagu em Outubro de 2011

Riqueza do Dominio Archaea em solo do bioma Cerrado
Elisa Catdo, Ricardo H. Kruger, Cynthia M. Kyaw

O Dominio Archaea vem sendo descrito principalmente através de técnicas
moleculares, independentes de cultivo e, atualmente, é dividido em dois filos formalmente
aceitos, Crenarchaeota e Euryarchaeota, além de trés outros propostos — Korarchaeota,
Nanoarchaeota e Thaumarchaeota. Uma vez que sequéncias do gene de rRNA 16S de
Archaea foram descritas a partir de amostras de diferentes ambientes, as archaeas passaram a
ser consideradas organismos ubiquos na natureza. Este trabalho tem como objetivo
caracterizar a riqueza de archaeas em amostras de solo de Cerrado - a principal vegetacéao do
Brasil Central e a segunda maior do pais. O Cerrado constitui uma das savanas mais ricas do
mundo, sendo considerado um dos 25 “hotspots” mundiais de importancia para a conservacao.
O DNA metagenbmico de amostras de solos provenientes de duas fitofisionomias distintas,
campo denso e mata de galeria, com réplica biolégica de cada, foi extraido empregando-se o
PowerSoil DNA lIsolation Kit (MOBIo Laboratories Inc.). Iniciadores Archaea-especificos foram
utilizados em experimentos de PCR visando amplificar regides do gene de rRNA16S a partir do
DNA metagen6mico de cada solo. Os fragmentos foram ligados ao vetor pGEM®-T Easy
Vector System | (Promega, Madison, USA) e transformados em células de Escherichia coli
DH5a. Clones recombinantes foram aleatoriamente selecionados e seqienciados no
sequenciador automatico ABI3730 (Applied Biosystems). Os resultados obtidos a partir das
amostras de solo revelaram sequéncias com correspondéncia de 90-100% com o dominio
Archaea. A maioria das sequéncias foram classificadas no Filo Crenarchaeota, Classe
Thermoprotei, segundo alinhamento com o banco de dados Ribosomal Database Project.
Apoio financeiro: FAP/DF
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