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Isolamento e I dentificacao de Actinobactérias em Solos de Terra
Preta Antropogénica (TPA) da Amazodnia Central por ARDRA e
Sequenciamento do Gene 16S rRNA

RESUMO

As actinobactérias tém sido especialmente Uteis na industria farmacéutica por sua
capacidade ilimitada de produzir metabdlitos secundarios com diversas estruturas
quimicas e atividades biolégicas. A procura de novas espécies de actinobactérias
constitui em um componente essencial para a descoberta de novas drogas
farmacéuticas. As actinobactérias estdo largamente distribuidos no solo, agua e
outros ambientes naturais. A Floresta Amazénica é bem conhecida pela sua rica
biodiversidade e ainda pouco explorada, onde ocorrem sitios de Terra Preta
Antropolégica (TPA) que é considerada um dos solos mais férteis do mundo. Este
solo possui origem antropica e caracteriza-se por apresentar um horizonte A
espesso, de cor escura e com elevados teores de fésforo, calcio e alguns
micronutrientes, como o manganés e o zinco além de altos teores de matéria
organica. A TPA possui também maior atividade biol6gica que os solos adjacentes
originais, onde ndo ocorreu agao antrépica. A caracteristica mais importante da TPA
€ a sustentabilidade de sua fertilidade, formando microecossistemas préprios que
ndo se esgotam rapidamente, mesmo nas condi¢des tropicais a que estdo expostos
ou sob uso agricola. A presenga de material organico estavel e a grande atividade
biologica em TPA indicam que este tipo de solo pode ser um sitio de alta diversidade
microbiana, constituindo-se em uma fonte de germoplasma microbiano. Este estudo
teve como objetivo investigar a comunidade de actinobactérias presente em TPA, no
municipio de Rio Preto da Eva — AM. Para tanto, utilizando-se meio especifico para
actinobactérias, foram isoladas 100 bactérias em trés diferentes profundidades de
TPA e em solo adjacente perfazendo um total de 600 microrganismos estudados,.
Apoés o cultivo destas bactérias foi extraido o DNA genémico, que passou por reacao
de PCR e seus produtos foram submetidos a analise de restricdo de DNA ribossomal
amplificado (ARDRA) para se conhecer o polimorfismo genético dos isolados e entéo

procedeu-se o sequienciamento do gene 16S rRNA das bactérias que apresentaram



perfis diferentes. Foi encontrada uma populagdo de actinobactérias bem maior em
TPA do que em solo adjacente confirmando a rica microbiota destes solos com
altissima fertilidade, porém outras bactérias nao pertencentes a ordem
Actinomycetales, também foram isoladas e identificadas que podem explicar em
parte a fertilidade destes solos. Dentre os géneros de actinobactérias encontrados
com maior ocorréncia foram as do género Arthrobacter seguido de Streptomyces,
entretanto grande parte destas bactérias apresentou uma baixa identidade pela
analise contra a base de dados do NCBI, o que pode indicar a descoberta de novas
espécies que deverdao ser estudas e possivelmente utilizadas em processos

biotecndlogicos.

Palavras chave: Actinobactéria, Terra Preta, Biodiversidade, Amazonia.



I solation and I dentification of Actinobacteria in Anthropogenic
Dark Earth of Central Amazonia by ARDRA and Sequencing of
16S rRNA Gene

ABSTRACT

Actinomycetes have been especially useful in the pharmaceutical industry for
their unlimited capacity to produce secondary metabolites with diverse chemical
structures and biological activities. The search for novel species of actinomycetes
constitutes an essential component for the discovery of new pharmaceutical drugs.
Actinomycetes are widely distributed in soil, water and other natural environments.
Amazon rainforest is well known for its rich biodiversity and still little explored,
where Anthropogenic Dark Earths (ADE) occur which is considered the most fertile
soil in the world. This soil has anthropic origin and is characterized for presenting a
thickness A horizon and dark color with high proportions of phosphorus, calcium and
some micronutrients, as manganese and zinc (Sombroek, 1966; Kern & Kampf
1989) and also elevated levels of organic matter (Smith, 1980; Glaser et al., 2001).
ADE also has higher biological activity than the original adjacent soil, where
anthropic action did not occur. The most important characteristic in ADE is the
sustainability of its fertility forming own micro ecosystems that do not exhaust
quickly, even in tropical conditions, which they are exposed, or under agricultural
use. The presence of stable organic matter and high biological activity in ADE
indicate that this kind of soil may be an elevated microbiological diversity site

consisting a microbial germplasm source.

This research had as objective to investigate the actinobactéria community
present in ADE, in Rio Preto da Eva — AM city, 100 bacteria in three different depths
of ADE and adjacent soils had been isolated with specific media for actinomycetes
totalizing 600 studied microorganisms, After bacterial growth genomic DNA was
extract that passed by PCR and Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
(ARDRA) to recognize the bacterial genetic polymorphism and then proceeded the
sequencing of 16S rRNA gene in bacteria with different profiles. It was founded a

higher population of actinobacteria in ADE than adjacent soil indicating that there
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are a greater species richness in this soil with high fertility, although other bacteria
not from Actinomycetales order were isolated that may explain in part the high
fertility of these soils. Among actinobacteria found Arthrobacter genus was the most
found and after Streptomyces, although some bacteria showed low identity front
NCBI database, what may indicate the discovery of new species of actinobacteria

that must be studied and probably used in biotechnological process.

Key words: Actinobacteria, Dark Earth, Biodiversity, Amazonia.
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porcentagens de homologia pelo NCBIl), Bacillus e Burkholderia

encontrados em solo adjacente na profundidade de 0-10cm,

construida pelo método “Neighbour Joining”. ....ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiceeees

Figura 28b. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S
rRNA de isolados de actinobactérias(com suas respectivas
porcentagens de homologia pelo NCBIl), Bacillus e Burkholderia

encontrados em solo adjacente na profundidade de 10-20cm,

construida pelo método “Neighbour Joining”. ....ccccviiiiiiiiiiiiiiiiciiieeaas

Figura 28c. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S
rRNA de isolados de actinobactérias(com suas respectivas
porcentagens de homologia pelo NCBIl), Bacillus e Burkholderia

encontrados em solo adjacente na profundidade de 20-40cm,

construida pelo método “Neighbour Joining”. .....ccviiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiienaas

Figura 29. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S
rRNA de isolados de actinobactérias(com sua respectiva
porcentagem de homologia pelo NCBIl), Bacillus e Burkholderia

encontrados em TPA e solo adjacente construida pelo método

“NeighboUur JOININg .. coiiiiiiii i i rr s ra s ranas
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1 INTRODUCAO

As actinobactérias tém sido especialmente Uteis na indUstria farmacéutica por
sua capacidade ilimitada de produzir metabdlitos secundarios com diversas
estruturas quimicas e atividades biolégicas. Dezenas de milhares destes
componentes tém sido isolados e caracterizados, muitos dos quais tém sido
utilizados para produgao de drogas para tratamento de uma vasta gama de doencas
humanas (Bull, et al., 1992; Franco & Coutinho, 1991). A procura de novas espécies
de actinobactérias constitui em um componente essencial para a descoberta de

novas drogas farmacéuticas.

As actinobactérias estao largamente distribuidas no solo, agua e outros
ambientes naturais. Entretanto, a populacdo e os tipos de actinobactérias em um
ecossistema estdo determinados por numerosos fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos. A identificacdo de novos sitios ecoldgicos €, portanto crucial para a
descoberta de novas espécies de actinobactérias. A Floresta Amazonica é bem

conhecida pela sua rica biodiversidade e ainda pouco explorada.

A Amazobnia, localizada no norte da América do Sul, é cortada pela linha do
Equador, tem clima quente e Umido no ano todo, possui fauna e flora ricas em
biodiversidade que ainda ndao foram completamente catalogadas, quanto a sua

biodiversidade microbioldgica tem-se informagdo ainda menor.



A Terra Preta Antropogénica (TPA) - também chamada de Terra Preta de
indio ou simplesmente Terra Preta - tem essa denominacdo porque é encontrada
em sitios arqueoldgicos, onde viveram grupos pré-histéricos. Por isso, ha grande
quantidade de material deixado por esses grupos indigenas como fragmentos
ceramicos, carvao e artefatos liticos (de pedra). Normalmente, o material
arqueoldgico é bem diversificado, o que leva a crer que grupos culturais distintos
habitaram um mesmo local. As areas com Terra Preta Antropogénica sao
encontradas sobre os mais diversos tipos de solos e normalmente se localizam em
terra firme, proximas as margens de rios, em locais bem drenados. A TPA pode ser
identificada por sua cor escura, resultado da concentracdo de substancias organicas
depositadas no solo que apresentam altos teores de calcio, carbono, magnésio,
manganés, fosforo e zinco, elementos que tornam a terra fértil. As areas de terra
preta sao consideradas pequenas, medem de 2 a 3 hectares. A camada de TPA,
possui em média 40 a 60 cm, mas pode atingir até 2 m de profundidade. Apesar da
grande quantidade de sitios arqueoldgicos ja conhecidos, ndao se tem um
mapeamento de todas as ocorréncias de TPA na AmazoOnia. A estimativa é que
ocorram centenas de sitios espalhados pela regido. Por exemplo, somente em
Caxiuana - Para (Amazonia Oriental), foram descobertos 28 sitios arqueoldgicos

com terra preta (http://www.museu-goeldi.br).

Recentemente, pesquisadores que investigam as TPAs reuniram um tratado
em um livro (Lehmann et al. 2003), descrevendo desde a origem, a formacdo e
conservacao desses solos. As TPAs ocorrem somente em sitios arqueoldgicos na
regido amazonica, tem origem antrdépica e foram enriquecidos com nutrientes, ao
passar dos séculos, provavelmente pelo manejo de restos organicos e do fogo pelas
populacdes pré-colombianas. E estimado um tempo de 10 anos para que se forme
apenas 1 cm de TPA. As TPAs mostram tipicamente uma cor escura, elevados teores
de fésforo, calcio e alguns micronutrientes, como o manganés e o zinco (Sombroek,
1966; Kern & Kampf 1989). Apresentam também teores de matéria organica
estavel superiores aos solos adjacentes (Smith, 1980; McCann et al., 2001; Glaser
et al., 2001). E questionadvel se essa estabilidade é o resultado das caracteristicas
mineraldgicas desses solos organicos, ou é devida a existéncia de carbono organico,

ja que a quantidade de carvao vegetal é o maior diferencial entre a TPA e os solos



adjacentes a TPA, onde ocorre a rapida decomposicao da matéria organica, devido
as altas temperaturas, elevados indices de precipitacdes e deficiéncia em minerais
estaveis (Glaser et al., 2001). A TPA possui também maior atividade bioldgica do
que em solos adjacentes originais, onde ndao houve modificacdo por povos pré-
colombianos (Kern & Kampf 1989). Os microrganismos do solo também sao
fundamentais para a fertilidade do solo e em TPA esta fertilidade tem altissimos
niveis, uma vez que a biodiversidade e atividade bioldgica estdo relacionadas a
funcOes e caracteristicas essenciais para a manutencdo da capacidade produtiva dos

solos.

Material orgénico estavel encontrado e a grande atividade biolégica nas TPAs
podem indicar um tipo de solo com alta diversidade de microrganismos, o que
constitui em uma fonte de germoplasma microbiano. Entretanto, ainda nao se tem
conhecimento da microbiota e sobretudo da diversidade das comunidades e
estrutura microbiana presentes em TPA. O conhecimento desta biodiversidade
poderda melhorar o entendimento das fungdes destas comunidades microbianas,
além de se conhecer as interacdes com outros componentes desta diversidade
biolédgica. E isso proporcionara beneficios econOmicos e estratégicos, como a
descoberta de microrganismos potencialmente exploraveis nos processos

biotecndlogicos.

A elaboracao de uma prospeccao da microbiota e as fungdes dos
microrganismos nos solos de TPA é de grande importancia para o conhecimento da
extensao da diversidade destes sitios com biomas exclusivos. Com base nisso, esta
pesquisa tem o objetivo de identificar a comunidade de actinobactérias presentes na
TPA, do municipio de Rio Preto da Eva - AM, por uma combinacdao de técnicas
moleculares, de cultura e quantificacao da atividade microbiana. A regidao estudada
tem sido considerada de preservacao permanente quanto a exploragao econdmica

dos recursos naturais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Terra Preta Antropogénica

Terra Preta Antropogénica (TPA), Terra Preta de indio ou Terra Preta sdo
solos com coloracdo escura e com a presenca de material arqueoldgico (fragmentos
ceramicos, carvao e artefatos liticos). Esses solos sdo ricos em calcio, carbono,
magnésio, manganés, fosforo e zinco, o que os caracterizam como solos bastante
férteis (Kern & Kampf, 1989).

Por sua fertilidade, sao procurados pelas populagdes ribeirinhas para o cultivo

da agricultura de subsisténcia como mandioca, banana, milho, mamao, etc.

As areas com TPAs sdao encontradas na regido amazoOnica, sobre os mais
diversos tipos de solos tais como: Latossolo, Podzol, Podzdlico, Terra Roxa
Estruturada e Plintossolos Pétricos (Smith, 1980; Kern, 1988).

O horizonte A antropico, que corresponde a camada de TPA, possui em média
40 a 50 cm e excepcionalmente pode atingir até 2 m de profundidade (Hartt, 1885).
Estes solos ocorrem em manchas redondas isoladas (Falesi, 1972) de diferentes
dimensdes. As areas de Terra Preta sdo consideradas pequenas, com cerca de 2 a 3
hectares (Smith, 1980), mas sdo encontradas ocasionalmente em dareas maiores,

como no caso da Estacdo Cientifica Ferreira Penna, Floresta Nacional de Caxiuana



(PA), onde se pode encontrar terras pretas numa extensao com mais de 100 ha.
Apesar da grande quantidade de sitios arqueolégicos ja conhecidos, ndo se tem um
mapeamento de todas as ocorréncias de TPA na AmazOnia. A estimativa é que
ocorram centenas de sitios espalhados pela regido, podendo cobrir

aproximadamente 10% da bacia Amazonica (http://www.museu-goeldi.com.br).

Existem varias hipdteses quanto a formacdao das TPAs. Uma delas é que
atribui a origem aos eventos geoldgicos, como cinzas vulcanicas, decomposicdo de
rochas vulcanicas ou a partir de sedimentos depositados em fundos de lagos
extintos (Falesi, 1972); uma outra hipdtese refere-se a formacdao das TPAs em
funcao da incorporacgao intencional de nutrientes ao solo (p/aggen epipedon) através
de praticas de manejo como queimadas. Entretanto, a hipétese mais aceita relata
gue as TPAs teriam sido formadas ndo intencionalmente pelo homem pré-histoérico
(Woods & McCann, 2001). Segundo Smith (1980) a existéncia de TPAs em grande
nimero na bacia Amazonica fornece forte evidéncia que as populacdes indigenas
(Amerindios), antes da colonizacdo européia, eram grandes e assentadas,
particularmente ao longo dos rios. Alguns estudos estimaram o nimero de indios no
final do século XV, da ordem de 6,8 milhdes (Denevan, 1976) ou mais (Smith,
1980). Nestes assentamentos acumularam-se residuos de origem vegetal (folhas e
talos de palmeiras diversas, cascas de mandioca e sementes) e de origem animal
(ossos, sangue, gordura, fezes, carapagas de quelonios e conchas), além de uma
grande quantidade de cinzas e residuos de fogueiras (carvdo vegetal). Como
resultado dos residuos organicos acumulados nestes assentamentos formou-se um
material organico estavel com microecossistemas préprios, que se auto-sustentam e

ndo conseguem se decompor, por isso ndo se exaurem facilmente.

A camada de TPA possui em média 40 a 60 cm, alcancando ocasionalmente
até 2 m de profundidade (Smith, 1980). Estes solos apresentam coloracdo escura,
altos teores de substancias humicas, e visivel distribuicdo de fragmentos de
ceramica e artefatos liticos (Hiraoka et al., 2003). S3ao encontradas sobre os mais
diferentes tipos de solos, como latossolos, podzodis, podzodlicos e terra roxa
estruturada (Smith, 1980; Kern, 1988; Kern & Kampf, 1989).



As TPAs apresentam alta fertilidade no horizonte A antrépico (Au),
especialmente quando comparadas aos solos circunvizinhos altamente
intemperizados e de baixa fertilidade. Os solos com TPA possuem teores
significativamente mais elevados de calcio, magnésio, fésforo assimilavel, zinco,
manganés, cobre, bem como capacidade de troca cationica, saturacdao de bases
(Valor S), em relacdo as areas adjacentes que ndo possuem o horizonte A
antropico. A saturacdo por aluminio (AI’*) e ferro (Fe®) é baixa e o pH do solo é
mais favoravel do que em solos adjacentes (Kern & Kampf, 1989). No horizonte B,
embora o nivel de nutrientes seja inferior em relagdo ao horizonte A antrépico, é
superior aos solos dominantes na regidao AmazoOnica (Hiraoka et al., 2003). A
concentracdo do carbono organico nos horizontes superficiais, e em alguns casos
em maiores profundidades, nas TPAs é em geral, maior do que em solos

circunvizinhos.

2.2 Biodiversidade do Solo

A biodiversidade e a atividade biolégica estdo relacionadas a fungdes e
caracteristicas essenciais para a manutencdo da capacidade produtiva dos solos. Os
microrganismos sdo responsaveis por diversas atividades essenciais para o
funcionamento dos ecossistemas, como a fragmentagao e decomposicao da matéria
organica, a disponibilizacdo de nutrientes do solo, a agregacao das particulas do

solo, entre outras (Moreira & Siqueira, 2002).

A floresta tropical amazbdnica € caracterizada pela elevada diversidade
bioldgica sob regime de precipitacdo e temperatura elevadas e, sustenta mais de
230 espécies lenhosas por hectare, além das epifitas e outras espécies de porte
pequeno. Esta diversidade vegetal se traduz em uma grande diversidade animal,
principalmente insetos (Erwin, 1997), devido ao grande numero de nichos
existentes. Também é de se esperar que a diversidade de organismos do solo seja
afetada por esta alta diversidade vegetal. Bactérias e Archeaes do solo sdao
particularmente importantes no entendimento adequado de sua ampla capacidade

degradativa e vasta diversidade metabdlica (Thies & Suzuki, 2003).



Os solos de TPA podem exibir consideravel heterogeneidade espacial e
temporal na distribuicdo de populacdes microbianas (Thies & Suzuki, 2003). Nos
ecossistemas amazonicos, durante a época seca, os microrganismos (principalmente
fungos e bactérias) atuam em grande numero na liteira em decomposicdo sobre o
solo a fim de garantir a incorporacao dos elementos minerais no perfil do solo.
Rizébios, fungos micorrizicos e solubilizadores de fosfato sdo outros microrganismos
do solo que tém indicado sua importancia nos ecossistemas de terra firme, inclusive
com aumentos significativos no desenvolvimento das plantas (Farias & Oliveira,
1994).

Tsai et al. (2003) avaliaram a diversidade bacteriana em TPA com base no
seqlienciamento do gene 16S rRNA. Além de uma alta diversidade bacteriana, os
autores encontraram alta ocorréncia de clones homdlogos a bactérias ndo
cultivadas. Esta constatacao sinaliza a necessidade de estudos nesses ambientes,

que podem ser pontos ricos de diversidade microbiana pouco conhecido.

A presenca de material organico estavel, proveniente de residuos de
alimentos, e a grande atividade bioldgica em TPA indicam que este tipo de solo pode
ser um sitio de alta diversidade microbiana, constituindo-se numa fonte de
germoplasma microbiano (Tsai et al., 2003). Ainda ndo ha informacao detalhada e
organizada sobre esta biodiversidade, assim como estudos sobre o efeito de manejo
de TPAs na sua biodiversidade e, que caracterize a funcao especifica da
biodiversidade de TPAs no desenvolvimento da sua fertilidade sustentavel. As
estruturas bioldgicas e suas fungdes sao afetadas pelas alteracdes e perturbacdes
ambientais, que induzem de um modo geral, a mudancas nas propriedades do solo
(Ovreas et al., 1998; Di Giovanni et al., 1999).

A caracterizacdo bioldgica de um solo do tipo TPA através da determinacdo da
estrutura populacional das suas comunidades microbianas contribuird para a
elucidacao da origem e formacao da TPA, e para a compreensao do impacto sofrido
nas populacdes desses solos, das alteracdoes ao longo dos anos e da
sustentabilidade dos sistemas produtivos nesses ambientes. Determinagdes da

biomassa microbiana (Parkinson & Paul, 1982), taxas de respiracao do solo



(Heinemeier et al., 1989) e taxas de transformacao de nutrientes (Harrison et al.,
1990) sao usadas para obter informagdes mais detalhadas nas atividades

microbianas envolvidas nos processos ecoldgicos fundamentais no solo.

2.3 Actinobactérias

Entre as bactérias, a ordem Actinomycetales € a Unica fonte de compostos
bioativos comercialmente importante. Nas Ultimas décadas, mais de 6.000
antibioticos foram descobertos, e destes, 65% sao produzidos pelo género
Streptomyces. Além dos antibidticos de uso clinico, veterinario e agroquimico,
outros metabdlitos secundarios - enzimas, imunomoduladores, inibidores de
enzimas - sdao produzidos também por Streptomyces. A busca de outros
metabdlitos bioativos requer a descoberta de novos microrganismos, abundantes
nos diversos ecossistemas provindos da exploracao de diferentes nichos ecoldgicos

por meio de condigdes seletivas de isolamento.

As actinobactérias compreendem um grupo heterogéneo de bactérias
filamentosas, que filogeneticamente pertencem ao ramo das bactérias Gram-
positivas com alto teor de G+C. Neste grupo estdo incluidos géneros com diferentes
caracteristicas morfoldgicas, como: Micrococcus, Arthrobacter e Corynebacterium,
que podem se reproduzir por fissdo bindria; Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus, denominadas actinobactérias nocardioformes, apresentam micélio
substratal rudimentar seqguido de fragmentacdo. No outro extremo, estd o grupo
esporoactinomicetos, que engloba Streptomyces, Actinoplanes, Microbispora, e
exibe uma rede de micélio aéreo bem desenvolvida, diferenciada em estruturas
especializadas como artrosporos em cadeia observados em Streptomyces, esporos
em vesiculas como em Actinoplanes e Streptosporangium e enddsporos em
Thermoactinomyces (Chater & Hopwood, 1993; Cross, 1989; Lechevalier &
Lechevalier, 1981).

Em geral, as actinobactérias desenvolvem-se lentamente, o que torna dificil

seu isolamento; em relagdo aos seus competidores. A sua velocidade de



crescimento radial sobre meio sélido inferior ao de fungos, e sua velocidade de
producdo de células geralmente é mais lenta do que a das demais bactérias. Um
ciclo de divisdao celular em actinobactérias pode levar de 2 a 3 dias para se
completar, enquanto que em Escherichia coli € de 20 minutos (Lechevalier &
Lechevalier, 1981). Por causa deste crescimento lento, as actinobactérias foram
negligenciados, mas atualmente os esporoactinomicetos e nocardioformes tém
atraido a atencdo de biotecnologistas e ecologistas por serem, reconhecidamente,
os principais produtores de compostos bioativos de alto valor comercial, bem como

devido ao seu importante papel na reciclagem de nutrientes do solo.

2.3.1 Ocorréncia de Actinobactérias

As actinobactérias saprofiticas colonizam substratos sélidos e podem se
espalhar na atmosfera por meio de esporos hidrofobicos ou de esporangios
resistentes a dessecacdo, ocorrendo principalmente em condicGes estritamente
aerdbias, em pH neutro a alcalino. Muitas actinobactérias do solo comportam-se
como neutrofilos em cultivo de laboratério, podendo crescer em pH de 5,0 a 9,0.
Em solos acidos, o pH é um fator que limita a distribuicdo e a atividade das
actinobactérias. Esporoactinomicetos acidofilos crescem bem em pH 3,5 a 5,5,
sendo observada sua ocorréncia em solos acidos (Khan & William, 1975; Hagedorn,
1976; Coelho & Drozdowicz, 1978). Um dos problemas para o estudo de
microrganismos acidoéfilos é o uso de meio com agar que ndao permanece sélido em
condigOes de baixa acidez (Iwai & Takahashi, 1992), mas o uso de tampao fosfato
acido ao meio contorna esta dificuldade (Williams et al., 1971). A ocorréncia de
actinobactérias saprofiticas nos diferentes ecossistemas decorre da sua diversidade
metabdlica e da evolugdo de mecanismos especificos de dispersao. Esta diversidade
metabdlica mostra a grande adaptabilidade destes microrganismos em colonizar

ambientes extremos, salinos e acidos e de elevada temperatura.

O género Streptomyces € amplamente distribuido na natureza, e seu nicho
primario € o solo. Porém, ele pode também ocorrer em diferentes ambientes

aquaticos, como pantanos e folhagens em decomposicdo. No solo, a populacdo de
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Streptomyces usualmente atinge 10* a 10’ UFC/g de solo seco, ocorrendo
principalmente na forma de esporos, mas também pode ser encontrada na forma de
hifa vegetativa. Segundo Iwai & Takahashi (1992), 80 % das actinobactérias do solo
ocorrem na camada mais superficial do solo (0-10 c¢m), diminuindo
progressivamente com a profundidade. Estas bactérias filamentosas ocupam um
importante papel na biodegradacdo de polimeros como lignina, quitina e amido
(Crawford, 1988; Nolan & Cross, 1988), além de produzirem importantes

metabdlitos secundarios de interesse comercial (Lancini & Lorenzetti, 1993).

Embora este dado seja questionado, inUmeras investigacbes mostram que os
esporoactinomicetos e actinobactérias nocardioformes podem ser isolados de
ambientes aquaticos como mar, rios, lagos, pantanos (Okami & Okazaki, 1972; Al
Diwany et al., 1978; Barcina et al., 1987; Takizawa et al., 1993; Jiang & Xu, 1996;
Hatano, 1997). O género Micromonospora tem sido isolado muito freqiientemente
de solos Umidos na proporcdo de 10* a 10° UFC/g de solo, mas também pode
ocorrer em lagos e agua corrente. O estudo da populacdo de actinobactérias em
amostras de agua de 15 lagos da regidao de Wisconsin revelou que 10 a 20% da
populacdo bacteriana total isolada pertencia ao género Micromonospora (Cross,
1989). Entretanto, o fato de as actinobactérias serem muito adaptados para o
crescimento em substratos sélidos, porém com ocorréncia em ambientes aquaticos,
revelaria a situacao de “lavagem” do solo, uma vez que a diversidade taxonOmica
de actinobactérias do solo é a mesma do meio aquatico. Varios estudos mostram
que, em ambientes aquaticos marinhos de maior profundidade, o grupo
Actinoplanes predomina e requer agua do mar para seu isolamento, indicando que
estas actinobactérias fazem parte da comunidade microbiana autéctone marinha
(Jensen et al., 1991). Actinobactérias nocardioformes também ocorrem em
ambientes aquaticos, como o Rhodococcus marinonascens, descrito como uma
espécie nova por Helmke & Weyland (1984), mostrando a grande diversidade

microbioldgica desse ecossistema.

Outro nocardioforme conhecido como coprofilico, que ocorre em esterco
animal, € o Rhodoccocus coprophilus. A presenca desta actinobactéria em rios e

lagos é utilizada como indicador da contaminacdo fecal por animais herbivoros
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(Rowbotham & Cross, 1977; Mara & Oragui, 1981). Estudos ecolégicos mostram
que esta actinobactéria sobrevive a passagem através do rumen e intestinos de
ruminantes atingindo as fezes, onde ocorre o crescimento. A proporcao de R.
coprophilus para actinobactérias totais em fezes de bovinos, carneiros e patos é

bem maior do que nas fezes de suinos e eqlinos (Mara & Oragui, 1981).

As condicOes ideais de pH, umidade e aerobiose da compostagem, forragem
animal (graos de cereais, feno) e do bagaco de cana, associados ao alto conteldo
de nutriente organico e de auto-aquecimento, favorecem a predominancia de
actinobactérias termofilicas. Neste habitat com temperatura elevada (50-55°C), a
diversidade microbiana é baixa, predominando os géneros Saccharomonospora no
bagaco de cana e Thermomonospora em compostagem do cultivo comercial de
cogumelos (McCarty & Cross, 1981; Amner et al., 1989). As actinobactérias
termofilicas destacam-se como degradadoras primarias da biomassa vegetal, que é
a principal fonte de carbono no ambiente terrestre, composta principalmente de

lignina e celulose (McCarthy & Williams, 1992).

A grande diversidade microbiana, e em particular a populagao de
actinobactérias que ocorre em habitats naturais, muitas vezes pode ser alterada
pela atividade do homem que, inadvertidamente, introduz no solo substancias
quimicas (fungicidas, inseticidas, herbicidas) ou nao (lodo ativado) que podem
ocasionar a predominancia de determinados grupos de actinobactérias no solo,
como Nocardiopsis sp., isolado de solo tratado com clordane ou a predominancia de
Nocardia e Micromonospora em solo enriquecido com lodo ativado (Orchard, 1980;
Percich & Loockwood, 1978).

Em ambientes poluidos por petrdleo é comum o isolamento de Nocardia sp. e
Rodhococcus sp., mostrando que este grupo tem um importante papel na
degradacao de hidrocarbonetos (Goodfelloow & Williams, 1983; Sorkhoh et al.,
1966).

Neste amplo grupo de bactérias filamentosas existem algumas formas

patogénicas ao homem, como Mycobacterium Ileprae e Corynebacterium
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diphyteriae, Nocardia sp., Actinomyces sp., ou fitopatogénicas a batata, como

Streptomyces scabies (Lechevalier, 1988).

As actinobactérias podem ocorrer também na rizosfera e no rizoplano de
muitas plantas, sendo o género Frankia a primeira actinobactéria endofitico
simbiotico isolado de plantas ndo-leguminosas como Alnus, Casuarina e Myrica.
Essa associacdo, conhecida como actinorrizica, ocorre em 24 géneros e 194
espécies de plantas de regides do trépico e sub-trdpico, onde o clima comumente é
muito frio. A simbiose dessa actinobactéria com plantas ndo-leguminosas é de
grande importancia no balanco mundial do nitrogénio. A presenca de Frankia como
fixador de nitrogénio nos nddulos das raizes dessas plantas foi acompanhada
durante muito tempo por microscopia e, apenas em 1978, Callaham e colaboradores
conseguiram isolar esta actinobactéria, utilizando diferentes meios seletivos de
isolamento, temperatura de cultivo de 25-37°C e longo tempo de incubacdo (4 a 8
semanas) (Quispel et al., 1983; Callaham et al., 1978).

A ocorréncia de microrganismos endofiticos em tecidos vegetais de plantas
sem sintomas de doencas vem sendo constatada pela utilizacdo de técnicas
comumente utilizadas na fitopatologia e que nao sdo utilizadas na ecologia
microbiana. A literatura sobre fungos e bactérias endofiticas € bem ampla, enquanto

gue para actinobactérias endofiticas nao-simbidticas existem poucas investigagoes.

Sardi et al. (1992) foram os primeiros a relatarem o isolamento, na Itdlia, de
499 actinobactérias endofiticas de raizes de 28 diferentes espécies vegetais. As
actinobactérias foram isoladas de raizes esterilizadas e pertencem, em sua maioria,
ao género Streptomyces, seguido de Streptosporangium, Nocardia e

Micromonospora.

Em 1996, na China, Liu & Tang isolaram 17 Streptomyces endofiticos de
raizes esterilizadas de algoddo (Gossypium spp.), dos quais 58% apresentavam

atividade antagonistica para Rhizoctonia solani.
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2.3.2 Actinobactérias Endofiticas

Microrganismos endofiticos referem-se a microrganismos que colonizam o
interior da planta em algum tempo do seu ciclo de vida (Reiter et al., 2002). A
comunidade endofitica é constituida principalmente por bactérias ou fungos, e ao
contrario dos patogénicos, ndo causam danos aos seus hospedeiros (Azevedo,
1998).

A entrada de microrganismos endofiticos na planta pode ocorrer pelos
estOmatos, hidatédios, ferimentos, areas de emergéncia laterais das raizes e por
producdo de enzimas hidroliticas capazes de degradar a parede celular dos vegetais.
Apds sua entrada na planta, estes microrganismos podem atingir diversos érgaos e
tecidos (Shishido et al., 1999; Azevedo, 1998) e esta penetragao pode ser
influenciada por interagdes com outros microrganismos associados a planta (Hirano
& Hupper, 2000).

As bactérias endofiticas tém sido isoladas de raiz, caule, folhas e frutos de
uma grande variedade de plantas, sendo algumas de interesse agricola como: cana-
de-acgucar (Cavalcante & Do6bereiner, 1988), milho (McLnroy & Kloepper, 1995),
batata (Reiter et al., 2002) citros (Aradjo et al., 2001), trigo e sorgo (Zinniel et al.,
2002).

Estudos realizados com microrganismos endofiticos tém evidenciado que
estes possuem a capacidade de modificar fisiologicamente o hospedeiro protegendo-
0 assim contra ataque de insetos patdégenos, atuando no aumento de resisténcia
sistémica adquirida - SAR (van Wees et al., 1999), na producdao de siderdforos,
como quelantes de ferro e outros metais que contribuem para a supressao da
doenca (Leong, 1986) e na producao de antibidticos, que sdo importantes nos

mecanismos de controle dos fitopatégenos (Blumer & Hass, 2002).

Ecologicamente, actinobactérias e, particularmente, Streptomyces ssp. sao
geralmente saprofiticos, presentes no solo e passam a maior parte de seu ciclo de
vida na forma de esporos. As actinobactérias também demonstraram ser

importantes na rizosfera e seu antagonismo a fungos fitopatdgenos, ja foi relatado.
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Algumas bactérias também sdo conhecidas por habitar tecidos de plantas
sadias. Por técnicas, independentes de cultivo, baseadas no gene 16S rDNA, foram
encontradas actinobactérias em raizes de cevada e pedunculos de batatas. As
actinobactérias encontrados em tecidos vegetais sadios, sem causar sintomas de
doencas foram definidos como actinobactérias endofiticas (Benson & Silvester,
1993; Cao et al., 2005). O primeiro microrganismo estudado foi o do género
Frankia, isolado de plantas ndo leguminosas. Outras actinobactérias endofiticas
como, Streptomyces, Streptoverticillium, Nocardia, Micromonospora, Microbispora e
Streptosporangium, foram isolados de raizes com a superficie esterilizada de
diferentes espécies de plantas na Italia e de milho no Brasil (Aradjo et al., 2001). O
uso de actinobactérias endofiticas como agentes de controle bioldgico, no combate
de doencas nas raizes, é de interesse por sua habilidade de colonizar tecidos de
plantas sadias e produzir antibidticos “in situ”. Na verdade, as actinobactérias
isoladas de raizes de trigo tém mostrado ser habeis em reduzir o impacto da doenca
“take all” no trigo, na ordem de 70% em trigo cultivado em estufas, utilizando-se

solos naturalmente infestados.

2.3.3 Aplicacao Biotecnoldgica das Actinobactérias

A freqiéncia de infeccOes fungicas tem crescido de forma dramatica nas
Ultimas duas décadas, incluindo o aumento do numero de pacientes
imunodepressivos, tal como pessoas sofrendo de cancer, infectadas com o virus da
imunodeficiéncia (HIV) ou tendo sofrido uma cirurgia de transplante de 6rgaos. No
mais, formas de procedimentos muito invasivos, como a quimioterapia e a dialise do
sangue e o uso excessivo de antibidticos de amplo espectro constituem em um
outro fator que predispdoe o desenvolvimento de uma micose profunda. A
emergéncia de novos agentes patdgenos aos fungos e o desenvolvimento de
resisténcia sdo fatores igualmente importantes (Boudemagh et al., 2005). A
situacdo é similar na terapia animal e na agricultura e estd aumentando onde
doencas fungicas estdo devastando plantacdes e rebanhos, particularmente em

paises em desenvolvimento, onde ndo existem antifingicos eficientes e fungicidas
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ndo toxicos, ndo poluentes e se possivel biodegradaveis. Hoje em dia ha uma
grande necessidade em se obter compostos ativos contra fungos e de baixa
toxidade para os humanos e animais para serem utilizados nas industrias
alimenticias, téxteis, de madeira e de couro. Apesar da descoberta de numerosas
substancias antifungicas sintéticas, como a Caspofungina e Terbinafina, que sdo
eficientes, mas também de alto valor, todos os melhores agentes de antifungicos

sao produtos de fermentacao.

As actinobactérias representam a maior fonte de metabdlitos secundarios
com atividade anticelular. O género Streptomyces constitui em 50% da populagao
de actinobactérias do solo e produz 75% das moléculas com atividade antibidtica.
Esta actinobactéria constitui em uma fonte importante, e pouco explorada, de novos
metabdlitos secundarios com atividades antibacterianas e antiflingicas e o seu
isolamento seletivo pode levar ao descobrimento de novas substancias. As
actinobactérias fazem parte de um importante grupo da microflora do solo. S3o os
maiores decompositores de polimeros complexos como a lignocelulose e a quitina, e
podem inibir o crescimento ou ocasionar a lise de fungos do solo. As actinobactérias
tém varios graus de atividade inibitéria contra fungos especificos e geralmente
reduzem as populagdes fungicas do solo. Muitos estudos tém focado as
actinobactérias do solo em geral, mas o género Streptomyces é o mais
freqientemente isolado. Muitos destes mostraram ser habeis em provocar a lise ou
inibir o desenvolvimento de fungos no solo. Esta habilidade pode estar relacionada a
producdao de quitanase que quando excretada de um Streptomyces mostrou ser
capaz de provocar a lise de hifas de alguns patégenos de plantas (Zaitlin et al.,
2004).

As actinobactérias podem também ter papel na colonizagdo e formacdo de
micorrizas e algumas actinobactérias parecem ser hiperparasitas de fungos, esporos
de fungos e esclerosa fungica (Crawford et al., 1993). Algumas actinobactérias
também mostraram ser habeis em produzir compostos com atividade herbicida e
inseticida (De Frank & Putnam, 1985; Hayashi et al., 1991).
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As actinobactérias sdo Uteis especialmente para a industria farmacéutica por
uma aparente capacidade ilimitada de produzir metabdlitos secundarios com
diversas estruturas quimicas e atividades bioldgicas. Dezenas de milhares de tais
compostos sao isolados e caracterizados e muitos dos quais sao utilizados como
drogas contra uma vasta gama de doencas humanas. A busca de novas
actinobactérias consiste em um componente essencial na descoberta de novos

medicamentos (Wang et al., 1999).

As actinobactérias estao amplamente distribuidos no solo, dgua e outros
habitats naturais, entretanto, a populacdo e os tipos de actinobactérias em um
ecossistema sao determinados por numerosos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos.
A identificacdo de novos sistemas ecoldgicos é crucial para a descoberta de novas
actinobactérias. A regido Amazoénica é bem reconhecida por sua floresta tropical rica

em espécies 0 que representa “hot spots” com alta biodiversidade.

2.4 Avaliacao da Diversidade Microbiana

A falta de conhecimento sobre a diversidade microbiana em amostras
ambientais deve-se em grande parte aos métodos tradicionalmente utilizados para o
isolamento e cultivo de microrganismos em laboratério (Ranjard et al., 2000), uma
vez que apenas uma pequena fragdao dos organismos na natureza (ao redor de
0,1% ou no maximo 10% do total da populagdo), é cultivavel pelo do uso de

técnicas microbioldgicas de rotina (Torsvik et al., 1990; Amann et al., 1995).

Métodos mais detalhados desenvolvidos recentemente (como por exemplo,
andlises de DNA, perfis de &acidos graxos fosfolipidicos, uso de BIOLOG) tém
permitido uma investigacdo mais detalhada dos parametros bioldgicos do solo
(Tiedje et al., 1999; Tiedje, 2000; Widmer et al, 2001). Contudo, populagdes
detectadas por métodos moleculares como bibliotecas de clones e fingerprinting de
DNA podem ndo corresponder as populagdes responsdveis por importantes
processos biogeoquimicos “in situ”, especialmente quando estas populagoes

constituem menos que 1% da comunidade total. As populagdes de microrganismos
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do solo responsaveis pela oxidacao do carbono pirogénico fazem parte deste grupo,
muito embora o uso de primers de PCR especificos possa facilitar sua deteccgao.
Métodos polifasicos, que empreguem uma combinacdo de técnicas moleculares, de
cultura e quantificacao da atividade microbiana, provavelmente produzam uma
maior compreensao do entendimento da funcao da biologia do solo na geracao e
manutencgao da TPA (Thies & Suzuki, 2003).

Florestas nativas, com especificas comunidades de vegetais também
selecionam especificos microrganismos com especificos requisitos ambientais.
Diferentes tipos de florestas nativas seriam entdo associadas a comunidades
microbianas caracteristicas daquele solo. As informacdes sobre a composicdo da
comunidade microbiana em solos de florestas nativas ndao degradadas poderiam
entao ser utilizadas para facilitar a interpretacao dos dados da comunidade,
derivados de medidas de manejo ou florestas degradadas e/ou devastadas (Hackl et
al., 2005).

2.5 Métodos para o estudo da diversidade microbiana

Os microrganismos apresentam grande diversidade genética e desempenham
fungbOes cruciais na manutencao de ecossistemas (Myers, 1996). Apesar de sua
grande importancia apenas uma pequena fracao da diversidade é conhecida (Pace,
1997).

A variagdo genética é requisito para a evolugao bioldgica, e essa diversidade
€ mantida através da interacdo entre uma variedade de fatores ecoldgicos

(competicdo) e fatores genéticos (mutacdao e recombinagao) (Spiers et al., 2000).

Mapas de diversidade genética fornecem uma ferramenta importante para a
compreensao da taxonomia, estrutura populacional e dinamica das bactérias, sendo

importantes na resolucao de métodos rapidos, especificos e sensiveis.

Na natureza apenas uma pequena fracao dos microrganismos € cultivavel por

meio do emprego de métodos microbioldgicos convencionais (Amann et al., 1995).
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Com a evolugao das metodologias da biologia molecular, métodos baseados na
analise das proteinas e principalmente dos acidos nucléicos tém sido utilizados para
a caracterizacao bacteriana (Palleroni, 1993). Estas técnicas possuem diferentes

niveis de resolucdo para detectar a variabilidade entre as linhagens (Figura 1).

Em meados da década de 80, Kary Mullis (1990) descobriu a técnica de
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e desde sua concepgao esta técnica causou
uma verdadeira revolucao na biologia tanto na pesquisa visando o entendimento de
processos bioldgicos fundamentais; como nas areas aplicadas envolvendo
diagnosticos e melhoramento genético de plantas (Mullis & Fallona, 1987; Ferreira &
Grattapaglia, 1995).

A técnica de PCR é facil, rapida e versatil, que envolve a sintese enzimatica
“in vitro” de milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA na presenca da

enzima DNA polimerase (Mullis, 1990).

Dentre as técnicas baseadas em &acidos nucléicos mais utilizadas estdo: a)
seqliéncias das subunidades do rRNA; b) RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA); c) ARDRA (Amplified Ribossomal DNA Restriction Analysis); d) DGGE
(Denaturing Gradient Gel Eletrophoresis); e) AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism).

Promotores _ Regiao Espaco o
intergénica distal Terminagao

b

rrs H H Irs

16S rRNA 23S rRNA rRNA  tRNAs
|
545pb ITS
]
1500 pb

Figura 1. Organizagdo do Operon do rRNA Ribossémico. (Weisburg et al., 1991).
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Muitos estudos das relacdes filogenéticas das bactérias sdo baseados na
analise dos genes 16S rRNA e esses estudos tém permitido uma maior compreensao
dos mecanismos do organismo, sua evolugao (Woese, 1987). Os genes rrs, rrl e rrf
codificam para os RNAs ribossomais 16S, 23S (Figura 1) e 35S respectivamente. Os
RNAs ribossémicos (rRNA) sdo componentes essenciais dos ribossomos envolvidos

na traducao do RNA mensageiro (mRNA) para a sintese de proteinas.

A seqiéncia do gene 16S rRNA tem sido amplamente utilizada como
marcador pelas seguintes razdes: a) estd presente em todos organismos; b) a
seqliéncia de aproximadamente 1500 bases apresenta um grau de conservacgao
elevado e pode acumular variabilidades em diferentes regides da molécula (Lane et
al., 1985); c) por ser um marcador amplamente utilizado varias informacdes estao
depositadas em banco de dados. A capacidade discriminatéria deste método varia

ao nivel do género a espécie (Figura 2).

Outra estratégia, por exemplo, o ARDRA (em inglés: Amplified Ribosomal
DNA Restriction Analysis) pode oferecer uma maior especificidade. O ARDRA explora
o uso de oligonucletideos iniciadores universais para amplificar as seqiéncias do
rRNA de bactérias, seguidas pela digestao com enzimas de corte freqlente para se
determinar a diversidade e para identificar/classificar os isolados ao nivel de género
e algumas vezes ao nivel de espécie (Louws et al., 1999). As variacdes nos
nucleotideos do DNA devidas a mutacdo, delegao, insercao ou inversao podem ser

detectadas se ocorrem num dos sitios de corte das enzimas de restrigao.

Recentemente, a metodologia de ARDRA tem sido aplicada para o estudo da
diversidade microbiana associada a vegetais ou a diferentes solos (Chelius &
Triplett, 2001), anadlise da diversidade de organismos como Clostridium (Gurtler et
al., 1991), Streptococcus (Jayaro et al., 1991), Mycobacterium (Hughes et al.,
1993), Xanthomonas e Stenotrophomonas (Nesme et al., 1995), Acinetobacter
(Vaneechoutte et al., 1995) e Rhizobia (Laguerre et al., 1994).
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Familia €Ul Sub-Fspérie|  Isolado

Sequenciamento do DNA

Sequenciamenio do DNA ribossomal

Re-associagio DNA-DNA

AFLP

|
APPCR/RAPDs
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Figura 2. Capacidade dos métodos baseados em DNA para diferenciar niveis taxondmicos (Adaptado
de Louws et al., 1999).
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3 OBJETIVOS

Investigar a comunidade de actinobactérias presentes em TPA (Terra Preta
Antropogénica), por métodos de isolamento, cultivo, andlise de restricio de DNA

ribossomal amplificado (ARDRA) e seqlienciamento do gene 16S rRNA.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho constitui-se parte de projeto em desenvolvimento
intitulado “Terra Preta Nova: Sistemas Indigenas de Manejo do Solo como Base
para Desenvolvimento de Manejo Sustentavel da Fertilidade de Solos da Amazobnia”,
apoiado pelo INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia e EMBRAPA - R]
(Solos). A equipe do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, tem
como atividade principal o estudo da biodiversidade da Terra Preta Antropogénica
(TPA) wusando técnicas bioquimicas e moleculares para identificacdo de
microrganismos presentes nos perfis dos solos, assim como a sua contribuicdo a
fertilidade da TPA.

4.1 Area de estudo: Localidade

O clima da Amazobnia é quente e Umido com temperatura média entre 25° C e
35° C. A vegetacdo é formada pela Floresta Tropical e hd grande predominéancia de
terras acidentadas. O solo apresenta-se arenoso nas areas mais altas e argiloso nas
areas mais baixas. A area de TPA é classificada como Latossolo Amarelo Antrépico.
A regido estudada tem sido considerada de preservacdo permanente quanto a

exploracao econémica dos recursos naturais.
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Figura 3. Localizacdo do municipio de Rio Preto da Eva - AM

Figura 4. Vista geral do sitio D. Francisca localizado em Rio Preto da Eva — AM.
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Figura 5. Vista geral do sitio D. Francisca localizado em Rio Preto da Eva — AM.

4.2 Amostragem

Foram coletadas amostras de solo de quatro pontos (em TPA e solo adjacente
a TPA) e em trés profundidades de cada ponto (0-10, 10-20 e 20-40 cm). Apds a
coleta as amostras foram acondicionadas, armazenadas sob baixa temperatura
(4°C) e enviadas imediatamente para o Laboratério de Biologia Celular e Molecular
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao Paulo, em

Piracicaba, SP.



Figura 7. Ponto de coleta das amostras de TPA, no municipio de Rio Preto da Eva.
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Figura 8. Ponto de coleta das amostras de TPA, no municipio de Rio Preto da Eva.

4.3 Quantificacao de Actinobactérias

Para avaliar a populagao microbiana presente nas amostras, foram utilizadas
as etapas de contagem, isolamento e identificagcdo. A determinagao da populagao
microbiana foi realizada utilizando-se a técnica de plagueamento por espalhamento
de contagem em placas de Petri. Ap6s a contagem das colbnias, as actinobactérias
foram isoladas por purificacdo de col6nias (pescagem), para entdo serem

identificadas.

4.4 | solamento das Actinobactérias

Para o isolamento de actinobactérias do solo foi utilizado o Actinomycete

Isolation Agar (Difco 212168) como meio de cultivo: caseinato de sodio, 2,0 g/L;
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asparagina, 0,1 g/L; propionato de sddio, 4,0 g/L; K;HPO,4, 0,5 g/L; MgS0O, . 7H,0,
0,1 g/L; FeO,S . 7H,0, 0,001g/L; glicerol, 5,0 g/L; Agar, 15,0 g/L.

Foi feita uma diluicdo em série das amostras de solo e entdo inoculado 0,1
mL do solo diluido sobre o meio de cultivo previamente solidificado, as placas foram
incubadas a 28°C e entdo realizada a contagem das UFC. Apds a contagem
procedeu-se o isolamento das culturas. Para tal foi utilizado o mesmo meio de
cultivo, porém sem a adicao de Agar. Apds o crescimento das culturas foi realizada
a extracdo de DNA.

4.5 |solamento de DNA Genomico

O isolamento do DNA gend6mico dos isolados foi feito a partir de culturas
liquidas (5 mL) sendo as células posteriormente coletadas por centrifugacao. O DNA
foi isolado de acordo com Doyle & Doyle (1990). Brevemente: 700 uL do tampao de
extragao (NaCl 1,4 M, Tris-HCl 100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM pH 8,0, PVP-40 1%,
CTAB 2%, proteinase K 100 ug ml?, e p-mercaptoetanol 0,2%) foram adicionados
as células, seguido de re-suspensao e incubacao a 65°C por 30 min. A suspensdo foi
extraida com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) por 3 vezes, precipitada com
isopropanol, seca ao ar e ressuspendida em TE pH 8,0 (Tris-HClI 10 mM e EDTA
1mM). O DNA total foi quantificado através do fluorimetro DyNA Quant2000
(Amersham Pharmacia Biotech UK, Ltd., Buchinghanshire, United Kingdom).Cinco
microlitros do DNA foram analisados em gel de agarose 1%, utilizando como padrao
de tamanho de DNA o marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen Life
Technologies, Sao Paulo, Brasil). Os géis foram documentados utilizando-se o
programa “Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multimager” (BioRad, Hercules, Califérnia,

E.U.A), bem como em espectrofotometria a 260/280 nm.
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4.6 Amplificacdo do Gene que Codifica para o 16S rRNA

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR com os seguintes oligonucleotideos
iniciadores para o dominio Eubacteria fD1 (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (Weisburg et al., 1991). Amplificacdes do gene 16S
rRNA por PCR foram feitas em volume de 50 uL contendo 5 pmols de
oligonucleotideos iniciadores, 200 uM de cada dNTP, 1 X tampdo Taqg, 1,5 mM de
MgCl,, 2 U Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil) e 50 ng de DNA.

A PCR foi iniciada com 3 minutos de desnaturacao a 94°C, seguido de 30
ciclos com desnaturacao a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C por 30 segundos,
extensdao a 72°C por 30 seg, e extensdo final a 72°C por 10 minutos. Uma aliquota
de 5 pL do produto da PCR foi analisada em gel de agarose 1%, utilizando como
padrdao de tamanho de DNA o marcador molecular 100 pb (Invitrogen Life
Technologies, Sao Paulo, Brasil). Os géis foram documentados através do programa
“Multi Analyst” do “Fluor-S™ Multimager” (BioRad, Hercules, Califérnia, E.U.A).

4.7 Purificacao do DNA

A purificacdo do DNA foi efetuada da seguinte forma: Todo o volume do
produto de PCR (45 uL) foi transferido para tubos Eppendorf de 500 uL e
adicionados 135 uL de isopropanol 100% e 45 uL de agua ultrapura (Ex: milli-Q)
autoclavada. A mistrua foi homogeneizada (vortex) por alguns segundos. Deixar em
repouso por 2 h a -20° C; em seguida foi centrifugada a 20.800 G, por 25 min, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado totalmente com micropipeta
(P 200) e adicionado 250 pL de etanol 70% (diluido em 4agua ultrapura
imediatamente antes de usar). Homogeneizou-se (vortex) por alguns segundos e
centrifugou-se a 20.800 G, por 5 min, a temperatura ambiente; o sobrenadante foi
descartado totalmente com micropipeta (P 200 e P 10); o precipitado foi seco no
Concentrador de DNA por 10 min e ressuspendido em 50 pL de agua ultrapura

autoclavada, agitou-se em vértex seguido de um pulso na microcentrifuga; o
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material foi colocado (5uL) em gel de agarose 1% e o restante foi guardado em

freezer -20° C até a proxima etapa (digestdo com enzimas de restricao).

4.8 Analise de Restriciao do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA)

As reagoes de digestao foram realizadas utilizando-se aproximadamente 500
ng do produto de PCR resultante da amplificagdo do gene 16S rRNA universal
purificado, 2,0 uL do tamp&o da enzima, 0,3 pL da enzima de restricdo (10 U uL™)
em volume final de 20 uL. As reacdes foram incubadas a 37°C por 3 h para a enzima
Msp 1 e a 65°C para a enzima Taq I. Todo o produto de PCR foi analisado em gel de
agarose 2%, utilizando como padrao de tamanho de DNA o marcador molecular 1
Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen Life Technologies). Os géis foram documentados
pelo do programa “Multi Analyst” do “FlGor-S™ Multimager” (BioRad, Hercules,
Califérnia, E.U.A).

A seguir, encontram-se descritas as enzimas de restricao (endonucleases)

utilizadas neste estudo, com suas respectivas seqiéncias de corte:
e Mspl: 5-Cl{CGG-3

33-GGCTC-5

o Tagl: 5-TI{CGA-3

3’-AGCTT-5

4.9 Seqienciamento do Gene 16S rRNA

A PCR de sequenciamento dos fragmentos foi feita em um volume final de 10
uL onde foram utilizados 200 ng dos fragmentos de interesse; 5 pmoles de

oligonucleotideos iniciadores; 1,0 uL de tampao 2,5 X; 3,0 uL de Big Dye Terminator
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Cycle Sequencing v.3 (Applied Biosystems, Sdo Paulo, Brasil). Os oligonucleotides
iniciadores utilizados foram: rD1 e fD1, além dos conjuntos de oligonucleotideos
internos descritos na Tabela 1, visando o fechamento da sequéncia do gene 16S
rRNA. As condigbes de amplificagao para o iniciador T7 foram: 2 min de
desnaturacdao a 96°C, seguidos de 25 ciclos com desnaturagcdao a 96°C por 45
segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos, extensdao a 60°C por 4 minutos,
enquanto que para os demais iniciadores tais condicdes encontram-se a seguir: 4
min de desnaturacdo a 94°C; seguidos de 25 ciclos com desnaturacao a 94°C, por 1

min, anelamento a 55°C por 30 seg e extensao a 60°C por 4 min.

Tabela 1: Seqléncias dos oligonucleotideos iniciadores internos para amplificagdo do gene
16S rRNA.

L Posicao de alinhamento na
Sequéncia (5'-3") L )
sequéncia de E. coli

CCT ACG GGA GGC AGC AG 341-357F
CTG CTG CCT CCC GTA GG 357R
GTA G(GC)G GTG AAAT(GC)C GTA GA 685-704F
TCT ACG SAT TTC ACC (GC) CT AC 704R
GCA ACG AGC GCA ACCC 1099-1114F
GGG TTG CGC TCG TTG C 1114R

Apds a amplificacao dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitacao
para a eliminagdao dos ddNTPs que ndo foram incorporados. Foram adicionados 10
uL de isopropanol a 60 % (recém preparado). Apds a homogeneizacdo por agitacao,
as microplacas foram deixadas em repouso a temperatura ambiente por 20 min e
entdo centrifugadas a 1.700 G por 45 min. O sobrenadante foi descartado e 250 pL
de etanol 70% foram adicionados. Apds a homogeneizacdao, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 1.700 G, o sobrenadante descartado, e o precipitado
incubado por 5 minutos a 40°C para secagem. Em seguida o precipitado foi

ressuspendido em 10 uL de formamida (HiDi formamida - Applied Biosystems). A
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microplaca foi colocada em um termociclador para a desnaturacao do DNA a 96°C

durante 5 min e imediatamente colocada no gelo por 2 min.

A leitura das bases marcadas foi realizada no Seqlienciador Automatico ABI
Prism 3100 Genetic Analyser do Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular -
CENA/USP.

4.9.1 Analise Filogenética das Seqliéncias

As seqléncias geradas foram editadas removendo as bases de baixa
qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em sistema
operacional Linux (Ewing & Green, 1998; Ewing et al., 1998; Gordon et al., 1998).
As seqliéncias foram analisadas pelo BLASTn contra a base de dados do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), website
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqliéncias foram alinhadas utilizando-se o
programa Clustal W 1.8 (http://www.ebi.ac.uk/index.html) (Thompson et al.,,
1994). Posteriormente, o ajuste das extremidades das seqliéncias de DNA, de forma
que todas elas tivessem o mesmo numero de bases e estivessem completamente
alinhadas, foi realizado com o auxilio do programa BioEdit (Hall, 2001). Para o
calculo da significancia estatistica da similaridade entre as sequéncias foi utilizada

uma re-amostragem para 1000 replicagdes (Swofford et al. 1996).

O método de distancia (“"Neighbour Joining”) (Saitou & Nei, 1987) foi utilizado
para a construcao da arvore filogenética com auxilio do programa TREECON (van de
Peer & De Wachter,1994).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 I solados de Bactérias

Foram isoladas 25 col6nias de bactérias de cada amostra de solo, totalizando
um numero de 300 col6nias para cada solo estudado. Foi extraido o DNA genémico
de todos os isolados que foram quantificados por gel de agarose 1% e por
espectrofotometria. Em seguida, os DNAs foram diluidos para padronizacdo e
amplificados por PCR com os oligonucleotideos iniciadores do gene ribossomal 16S
para o Dominio Eubactéria fD1 e rD1. O produto de PCR de todos os isolados
passaram por purificacdao por precipitacao por isopropanol e entdao resuspendidos

em agua ultra pura esterilizada.

Posteriormente estes produtos de PCR foram submetidos a técnica de
restricdo de seqiéncias amplificadas do gene 16S rRNA (ARDRA) com o propdsito
de detectar a variabilidade genética entre os 25 isolados de bactérias de cada

amostra de solo.

De acordo com o padrao de clivagem obtido, foi possivel observar de 2 a 4
fragmentos por enzima de restricao. Fragmentos com tamanho acima de 100 pb
foram considerados na presente anadlise. De acordo com o padrdo de clivagem
utilizado destas enzimas, foi possivel observar polimorfismos entre os isolados neste

estudo.
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A microbiota do solo reflete o equilibrio bioldgico resultante da acdo de todas
as propriedades fisicas e quimicas do solo e do ambiente. Nesse sentido, as
pesquisas na Embrapa Agrobiologia estao centradas na caracterizacao da natureza e
funcionalidade da biota do solo (bactérias fixadoras de nitrogénio, fungos
micorrizicos arbusculares, actinobactérias, rizobactérias promotoras de crescimento
de plantas, grupos de invertebrados, sapréfagos e outros), visando determinar
grupos-chave associados aos processos de ciclagem de nutrientes e decomposicao
da matéria organica, que sirvam como indicadores bioldgicos que permitam
descrever com seguranga o grau de estabilidade/degradacao dos solos, para auxiliar

nas recomendacdes de manejo para a sustentabilidade agricola.

Nesta presente investigacdao, a partir da pouca informagao sobre a populagao
microbiana nas TPAs, foram identificados os géneros de actinobactérias neste solo.
Estes géneros foram determinados utilizando-se o método ARDRA para obter a
diversidade e para identificar/classificar os isolados ao nivel de género e algumas

vezes ao nivel de espécie (Louws et al., 1999).

Recentemente, a metodologia de ARDRA tem sido aplicada para o estudo da
diversidade microbiana associada a vegetais ou a diferentes solos (Chelius &
Triplett, 2001), anadlise da diversidade de organismos como Clostridium (Gurtler et
al., 1991), Streptococcus (Jayaro et al., 1991), Mycobacterium (Hughes et al.,
1993), Xanthomonas e Stenotrophomonas (Nesme et al., 1995), Acinetobacter
(Vaneechoutte et al., 1995) e rhizobia (Laguerre et al., 1994).

5.2 Populacao Microbiana em TPA

A identificacao de diferentes isolados foi feita a partir dos 25 isolados de cada
amostra de solo, resultando assim 79 isolados que posteriormente foram

sequenciados.
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5.2.1 Profundidade de 0-10cm

Os 25 isolados de cada amostra de solo, que apresentaram perfis diferentes,
foram submetidos a PCR de seqlenciamento dos fragmentos de interesse;
oligonucleotideos iniciadores rD1, fD1, além dos conjuntos de oligonucleotideos
internos descritos na Tabela 1, visando o fechamento da sequéncia do gene 16S
rRNA. Na Tabela 2, estd apresentado a analise de polimorfismo entre os isolados de
bactérias das amostras de TPA na profundidade de 0-10cm como mostram as
Figuras 9 e 10. O sequUenciamento foi realizado em um isolado de cada grupo de
homdlogos.

Tabela 2. Analise de polimorfismo do DNA gendmico, através de enzimas de restricdo, nos isolados de
bactérias de TPA na profundidade de 0-10cm.

Amostra I solados homélogos
1;,2e3
4eb5
6
7, 11; 15; 19 e 23
PO1 8; 12; 13; 14; 16; 17 e 18
9
10
20; 21 e 22
24 e 25
26
27
28
29
PO1MTO1 30e 31
32; 33; 34; 35; 36; 37; 41, 42, 44, 45; 46; 47, 48 e 50
34
38; 39; 40 e 43
49
51; 53 e 54
52; 55; 56; 59; 23; 74 e 75
PO1MTO02 57
58
60; 61; 62; 63, 64, 65; 66; 67, 68; 69; 70e 71
72 e 73
76
77
PO1MTO3 78 e 79
80; 81; 82; 83; 85; 86; 87; 88; 89; 90; 91, 92; 93; 94, 97;
98 e 99
95 e 96
100
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Amostra P01
8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 2324 25

Amostra POTMTO1
M 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

Amostra PO1MTO02
M 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

® - 5 - = e

Amostra PO1MTO03
M 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Msp I apés a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de TPA na profundidade de 0-10cm.
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Amostra P01
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25

Amostra PO1MTO1

M 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

!!—_—--————“--_'-- -“
= ’ -
- -

Amostra PO1MT02
M 5&_5} 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75

- -

Amostra PO1MTO03
M 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Tag I, apds a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de TPA na profundidade de 0-10cm.
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Apos o seqlienciamento as seqliéncias geradas foram editadas removendo as

bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em

sistema operacional Linux e entao analisadas pelo BLASTnh contra a base de dados

do NCBI.

A tabela 2 foi confeccionada analisando-se as Figuras 9 e 10, apresentadas

em seguida.

Tabela 3a. Populacdo de actinobactérias encontradas em TPA na profundidade de 0-10cm.

Amostra 0-10cm I solado Microrganismo % de identidade
pelo NCBI
6 Arthrobacter sp 95
PO1 8; 12; 13; 14; 16; Arthrobacter sp 98
17e18
24 e 25 Arthrobacter 98
nitroguaiacolicus
29 Arthrobacter sp 96
30e 31 Arthrobacter sp 98
PO1MTO1 32; 33 ; 34; 35; Arthrobacter
36; 37; 41; 42; 44; histidinolovorans 92
45; 46; 47, 48 e 50
58 Streptomyces purpureus 97
PO1MTO02 60; 61; 62; 63; 64;
65; 66; 67; 68; 99; Arthrobacter sp 98
70e71
77 Arthrobacter sp 99
78 e 79 Streptomyces 98
purpeofuscus
PO1Mt0O3 80; 81; 82; 83; 85;
86; 87; 88; 89; 90; Arthrobacter sp 95

91; 92; 93; 94; 97;
98 e 99
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Tabela 3b. Populacdo de bactérias encontradas em TPA na profundidade de 0-10cm.

Amostra 0-10cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI
1,2e3 Bacillus cereus 99
4: e 5 Pseudomonas sp 89
7; 11; 15; 19 e 23 Variovorax sp 99
PO1 9 Rhizobium 99
rhizogenes
10 Staphylococcus 100
epidermidis
20; 21 e 22 Leifsonia xyli subsp. 98
xyli
26 Bacillus fusiformis 98
27 Bacillus cereus 99
PO1MTO1 28 Pseudomonas putida 99
38; 39; 40 e 43 Variovorax 98
paradoxus
49 Variovorax sp 96
51; 53 e 54 Brevibacillus 92
limnophilus
52; 55; 56; 59; 73; Pseudomonas sp 98
PO1MTO2 74 e 75
57 Brevibacillus brevis 98
72 Pseudomonas sp 98
76 Bacillus cereus 99
PO1MTO3 81 Mesorhizobium loti 99
95 e 96 Bacillus sp. 94
100 Pseudomonas sp 97
Os resultados apresentados nas Tabelas 3a foram obtidos por

seqlienciamento apds a selecao dos isolados pelo método ARDRA, que foram

identificados como actinobactérias e na Tabela 3b os microrganismos identificados

como nao actinobactérias.

Alguns isolados ndao apresentaram identidade (= 98%) frente ao banco de

dados do NCBI, que supostamente podem ser seqliéncias de microrganismos ainda

nunca depositados, visto a microbiota hoje conhecida esta em torno de 0,1 a 1%.

Dentre as actinobactérias isoladas, o género Arthrobacter foi o que teve

maior ocorréncia. As bactérias deste género sdao habeis em remover cromo (VI) e

cadmio (II) de solugdes aquosas por biofilme bacteriano em suportes de carbono

ativo granular (Quintelas & Tavares, 2001). A remogao que ocorre por acumulo de
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metais pesados, por mecanismos independentes do metabolismo celular, se da por
meio de interagdes fisico-quimicas entre o metal e constituintes da parede celular,
de exopolissacarideos e outros materiais associados a face externa da membrana
celular. A independéncia do metabolismo, ocorre pelo fato de ndao ser necessario
gue haja gasto energético por parte da célula microbiana, para que haja captacdo
dos ions metadlicos. A remocao neste caso pode ocorrer tanto em células vivas

guanto em células mortas (Gadd, 1988).

Segundo Centurion (1990), a antibiose é uma importante forma de atuacao
de alta eficiéncia da bactéria Arthrobacter sp no controle de Uromyces phaseoli

(ferrugem do feijdo), podendo ser utilizada no controle bioldgico desta fitopatologia.

As bactérias do género Arthrobacter também produzem enzimas liticas B-1,3
glucanases e proteases capazes de lisar células de leveduras (Fleuri & Sato, 2005).
As enzimas que lisam a parede celular de leveduras tém aplicacdes biotecnoldgicas
na preparacdo de protoplastos para melhoramento genético de leveduras e no
aproveitamento de massa celular de levedura para extracao de proteinas, enzimas e
pigmentos. A lise enzimatica de células de microrganismos também tem potencial
de aplicacdo no tratamento de massa celular de levedura residual de industrias de
fermentacao para preparacao de racao animal, na obtencdao de carboidratos
funcionais da parede celular (glucana e manana) e no pré-tratamento para ruptura
mecanica de células aumentando a eficiéncia e reduzindo o requerimento de
energia. As enzimas liticas tém sido utilizadas também como ferramenta para
determinagdao da composicao da parede celular de leveduras e no estudo do
mecanismo da sintese da parede celular para controle de leveduras patogénicas. As
enzimas liticas sdo capazes de lisar a parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
Candida sp. e outros géneros de leveduras, o que amplia o campo de utilizacdo

dessas enzimas.

Outro género encontrado foi o Streptomyces, que tem grande importancia
biotecnoldgica, pois sdo conhecidos produtores de antibidticos e ocupam um

importante papel na biodegradacdo de polimeros como lignina, quitina e amido
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(Crawford, 1988; Nolan & Cross, 1988), além de oxidar hidrocarbonetos

poliaromaticos como o naftaleno (Mesquita, 2004).

O uso de actinobactérias no controle de bactérias fitopatogénicas vem sendo
estudado desde 1914. Embora os trabalhos existentes sejam em numero reduzido,
os resultados sao promissores, como aqueles em que o uso de Streptomyces sp.
controlou, em nivel satisfatério, a murcha incitada por Ralstonia solanacearum em
batata-doce (Gao et al., 1983), em banana (El-Abyad et al., 1993b) e em tomate
(El-Abyad et al., 1993a). Porém a literatura é farta em se tratando de trabalhos de
controle de fungos por actinobactérias. Como exemplo, o tratamento de sementes
de feijao (Phaseolus vulgaris) com Streptomyces sp. apresentou o melhor controle

de Fusarium solani, Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii (Neweigy et al., 1982).

Como mencionado anteriormente, foi utilizado um meio de cultivo especifico
para isolamento de actinobactérias (Actinomycete Isolation Agar); entretanto, este
meio de cultivo ndo é seletivo, uma vez que foi notada a presenca de outros
géneros de bactérias em todas as amostras de solo, que também foram
selecionados pelo método ARDRA e identificados por seqienciamento como

apresentado abaixo.

A Tabela 3b apresenta os resultados obtidos no seqienciamento de bactérias
que foram isoladas, analisados pelo método ARDRA e posteriormente identificadas
por seqlienciamento que mostraram ndo ser actinobactérias, entretanto, algumas

tém importancia, tal como as actinobactérias, na ecologia microbiana do solo.

A bactéria Bacillus cereus é patogénica ao homem, porém este microrganismo
tem grande influéncia na co-nodulacdao de raizes de plantas como foi observado na
pesquisa de Halverson & Handelsman (1991), que obtiveram um incremento na
nodulacao de soja entre 30 a 133% por Bradyrhizobium japonicum nativo, quando

trataram as sementes somente com B. cereus.

Outro microrganismo encontrado nas amostras solos investigados foi a
bactéria do género Pseudomonas, que, apesar de ser a responsavel pela maioria

dos casos de doenga infecciosa no homem, é um microrganismo oportunista, isto &,
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causa doenca somente em condigées especiais, quando o organismo humano esta
debilitado por algum motivo, como por exemplo, processos cirurgicos e
queimaduras. Nesses casos, esse microrganismo pode causar bacteremias bem
severas. Além disso, Pseudomonas aeruginosa, bem como outras espécies de
Pseudomonas, apresentam grande importancia para a industria de alimentos, pois
sao microrganismos causadores de deterioragdao. Segundo Kloepper (1993),
pertencem ao grupo fluorescente de Pseudomonas sp., muitos isolados de
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas, sendo muito freqliente o uso
de isolados desse grupo em selecdes de bactérias com vistas em promover o
crescimento vegetal (Freitas & Pizzinatto, 1991; Chen et al., 2000; Chanway et al.,
2000; Berggren et al., 2001; Cattelan, 2001; Ramamoorthy et al., 2001).

O género Alcaligenes, hoje reclassificado como Variovorax, uma conhecida bactéria
gue é habil em degradar herbicidas, também foi encontrada nas amostras de TPAs,
esta degrada a molécula 2,4-diclorofenoxiacético, utilizando-a como fonte de
carbono (Nogueira, 2001). Bastos et al., (2000) isolaram e identificaram, por meio
de observacao morfolégica e testes bioquimicos, perfis de acidos graxos e
sequenciamento do gene 16S, a bactéria Alcaligenes faecalis em solos da Amazonia

Ocidental (Rondo6nia), e esta bactéria se mostrou habil na degradacao de fendis.

Segundo Anderson & Moore (1979), a bactéria Agrobacterium rhizogenes,
hoje reclassificada como Rhizobium rhizogenes foi isolada de raizes de tomateiros
com doencas infecciosas, mas nado foi encontrada uma patogenicidade especifica
(De Cleene & De Ley, 1981).

A associacao de plantas com bactérias do grupo dos rizébios, capazes de fixar
0 nitrogénio atmosférico e fornecé-lo a cultura, € uma tecnologia capaz de
substituir, pelo menos parcialmente, a adubacdao nitrogenada resultando em
beneficios ao pequeno produtor. Apesar do conceito geral de que algumas culturas
(como por exemplo, o feijoeiro) apresentam baixa capacidade fixadora, os
resultados de pesquisas pela EMBRAPA obtidos em condicdes de campo,
((http://www.cnpab.embrapa.br/publicacoes/artigos/fbnl_inocula_feijoeiro.html)

indicam que é possivel que a planta se beneficie da inoculagcdo com o rizbbio,
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atingindo niveis de produtividade entre 1500 e 2000 kg/ha. Segundo Tsai' a

producao do feijoeiro atinge cerca de 800 kg/ha sem a inoculagao de rizébio.

Os rizobios sdo bactérias benéficas presentes no solo, as quais sdo atraidas
para as raizes das plantas leguminosas. Estas bactérias, uma vez em contato com
as raizes do feijoeiro, por exemplo, induzem a formacao de ndédulos que, em seu
interior ocorre o processo de fixacdao do nitrogénio do atmosférico por estas
bactérias. Este processo permite que o agricultor economize na adubacdo
nitrogenada. O nitrogénio € um dos nutrientes essenciais para o desenvolvimento
das plantas e, normalmente, é fornecido para as culturas através da adubacdo com
uréia, sulfato de amonia, esterco ou outras formulagdes do tipo NPK. No entanto, na
atmosfera contém quase 80% de nitrogénio, na forma de gas, e este pode ser
aproveitado pelas plantas através do trabalho dos rizobios, que absorvem este
elemento do ar, transformando-o em aminoacidos ou outros compostos que podem

ser utilizados na nutricdo nitrogenada do vegetal.

Esta associacao do rizébio com as raizes das leguminosas é chamada de
"simbiose", termo que define um tipo de relacdo benéfica entre os parceiros, neste
caso a planta e a bactéria. O rizébio utiliza os carboidratos provenientes da
fotossintese da planta hospedeira para gerar a energia necessaria para promover o
processo de fixagcao bioldgica de nitrogénio. Por outro lado, a planta beneficia-se do

nitrogénio fixado pela bactéria na sintese de suas proteinas (Franco et al., 1996).

O termo rizébio é utilizado para, indistintamente, referir-se a um grupo
bastante heterogéneo de bactérias que, atualmente, envolve 28 espécies distintas
pertencentes a 6 géneros, quais sejam: Rhizobium, Azorhizobium, Sinorhizobium,
Alorhizobium, Mesorhizobium e Bradyrhizobium. Estas bactérias produzem nddulos

nas mais diversas espécies de leguminosas (Franco et al., 1996).

Carneiro e colaboradores (2004) citam a bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli
como sendo um microrganismo endofitico que afeta negativamente a produtividade
da cana-de-acglcar, causando: deficiéncia hidrica, cultivo de variedades

ultrapassadas e ocorréncia de pragas e de doencas. Das doencgas, destaca-se o

1 TSAI, S.M. Centro de Energia Nuclear na Agricultura.



43

raquitismo-da-soqueira da cana-de-acucar (do inglés: Ratoon Stunting Disease -
RSD) causado por esta bactéria. Esta doencga foi constatada no Brasil pela primeira
vez no municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, em 1956. Em ensaios realizados
em solos de tabuleiro na regidao de Macaé-RJ], os danos causados por RSD foram
estimados em 21% (em toneladas de cana por hectare). Leifsonia xyli subsp. xyli
encontra-se classificada no grupo corineforme, sendo gram-positiva, aerdbica,
pleomorfica e fastidiosa. Apds 14 dias de cultivo em meio SC - Soybean Corn
produz “in vitro” colonias minuUsculas e translicidas. A falta de sintomas
caracteristicos e especificos em plantas foi o principal motivo para a disseminacao

desta bactéria em todas as regides canavieiras do mundo.

A bactéria Bacillus fusiformis ja foi anteriormente isolada de solos
contaminados por 6leo diesel em Long Beach na Califérnia e estd relacionada a

biodegradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo (Bento et al., 2003).

Atualmente a bactéria Brevibacillus limnophilus foi reclassificada de uma
linhagem de Brevibacillus brevis e € indicada como antagonista ao Botrytis cinerea
encontrada em folhas de repolho chinés, tal como a gramicidina S (Edwards &
Seddon, 2001).

Tabela 4. Bactérias isoladas nas amostras de TPA na profundidade de 0-10cm com o0s numeros de
isolados encontrados.

TPA 0-10cm Microrganismo No. de isolados
Arthrobacter sp. 42
Arthrobacter nitroguaiacolicus 2
Actinobactérias | Arthrobacter histidinolovorans 14

Streptomyces purpureus

Streptomyces purpeofuscus
Bacillus cereus

Pseudomonas sp.

Variovorax sp.

Rhizobium rhizogenes

Staphylococcus epidermidis

Outras Leifsonia xyli subsp. Xyli

bactérias Bacillus fusiformis

Pseudomonas putida

Variovorax paradoxus

Brevibacillus limnophilus

Brevibacillus brevis

Mesorhizobium loti

Nl—ni—tw-bl—ni—twl—tl—tmgm N[

Bacillus sp.
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TPA na nrofundidade de 0-10cm

42

/
2 14 2
1
[0 Arthrobacter sp. [1S. purpureus
B A. nitroguaiacolicus B S. purpeofuscus
[1 A. histidinolovorans [0 Outras bactérias

Figura 11. Numero de actinobactérias encontradas em amostras de TPA na profundidade de 0-10cm

incluindo as bactérias ndo pertencentes a ordem das Actinomycetales.

Na Tabela 4 e Figura 11 observa-se o numero total de microganismos
encontrados nas amostras de TPA na profundidade de 0-10cm, que mostra a grande

populacao de bactérias do género Arthrobacter.

5.2.2 Profundidade de 10-20cm

A Tabela 5 mostra a analise de polimorfismo, entre os isolados de bactérias
das amostras de TPA na profundidade de 10-20cm, obtida pelo método ARDRA
apresentado nas Figuras 12 e 13. O seqlienciamento foi realizado em um isolado de

cada grupo de homoélogos.



45

Apos o seqlienciamento as seqliéncias geradas foram editadas removendo as
bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em
sistema operacional Linux e entao analisadas pelo BLASTnh contra a base de dados
do NCBI.

As Tabela 6a e 6b apresentam os resultados obtidos no seqlienciamento de
actinobactérias que foram isoladas, analisadas pelo método ARDRA e

posteriormente identificadas por seqlienciamento.

Tabela 5. Analise de polimorfismo do DNA genémico, através de enzimas de restricdo, nos isolados de
bactérias de TPA na profundidade de 10-20cm.

Amostra | solados homélogos

101; 102 e 105

103; 104; 106; 107; 108; 109; 110; 111; 112; 113; 114;
PO1 115; 116; 117; 118; 119; 120; 121; 122 e 123

124

125

126 e 127

128

PO1MTO1 129; 130; 131; 132; 133; 134; 136; 138; 139; 140; 141,
142; 143; 144, 145, 146, 147; 148; 149 e 150

135

137

151; 153; 159; 160; 161; 162; 163; 164; 165; 167; 168;
169; 170; 171; 172, 173; 174 e 175

152

154

PO1MTO02 155

156

157

158

166

176; 180; 182; 183; 184; 186; 187; 188; 189; 190; 191;
192; 193; 194, 195; 196; 197; 198; 199 e 200

PO1MTO3 177

178 e 179

181

185
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Amostra P01
M 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

Amostra PO1TMTO1
M 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

Amostra PO1MT02
M 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175

iy -, s = =

Amostra PO1MTO03
M 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Msp I ap6s a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de TPA na profundidade de 10-20cm.
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Amostra P01
M 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112113 114 115116 117 118 119 120 121 122 123 124 125

Amostra POTMTO1
M 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150

Amostra PO1MT02

M 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 13;0 171 é72 173 174 175
.-Lq'

151 152 153 154 155 156

Amostra PO1TMTO03
M 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Taq I apds a amplificagdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular 1Kb

Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras.



Tabela 6a. Populacdo de actinobactérias encontradas em TPA na profundidade de 10-20cm.

48

Amostra 10-20cm

I solado

Microrganismo

%

de identidade
pelo NCBI

PO1

103; 104; 106; 107;
108; 109; 110; 111;
112; 113; 114; 115;
116; 117; 118; 119;
120; 121; 122 e 123

Arthrobacter sp

97

PO1MTO1

129; 130; 131; 132;
133; 134; 136; 138;
139; 140; 141,; 142;
143; 144; 145; 146;
147, 148; 149 e 150

Arthrobacter sp

94

PO1MTO2

151; 153; 159; 160;
161; 162; 163; 164;
165; 167; 168; 169;
170; 171; 172; 173;
174 e 175

Arthrobacter sp

99

154

Streptomyces sp

97

156

Arthrobacter sp

97

PO1MTO3

176; 180; 182; 183;
184; 186; 187; 188;
189; 190; 191, 192;
193; 194; 195; 196;
197, 198; 199 e 200

Arthrobacter sp

98

181

Streptomyces
purpeofuscus

98
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Tabela 6b. Populagdo de bactérias encontradas em TPA na profundidade de 10-20cm.

Amostra 10-20cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI

PO1 101; 102 e 105 Variovorax sp. 99

124 e 125 Pseudomonas sp. 97

126 e 127 Bacillus fusiformis 98

128 Pseudomonas 98

veronii
PO1MTO1 135 Variovorax sp 99
137 Paenibacillus 96

xylanilyticus

152 Dyella japonica 99
155 Bacillus cereus 99
PO1MTO02
157 Burkholderia sp 92
158 Pseudomonas sp 98
166 Pseudomonas sp 95
177 Burkholderia sp 95
PO1MTO3 178 e 179 Pseudomonas sp 99
185 Paenibacillus sp 87

A populacao de actinobactérias encontrada nas amostras de solo de TPA ndo
deferiu entre as camadas estudadas como mostra as Tabelas 4a, 5a e 6a, porém foi
encontrado uma populacdo um pouco maior na camada intermediaria do que na

camada mais superficial.

Na Tabela 6b estao relacionados os microrganismos nao Actinomycetales que

foram isolados das amostras de TPA na profundidade de 10-20cm.

Nestas amostras de solos foram encontradas praticamente as mesmas
bactérias encontradas nas amostras mais superficiais de solo, porém também foram

encontradas as bactérias Paenibacillus xylanilyticus e Dyella japonica.

O xilano, a mais abundante hemicelulose, uma cadeia de D-xilopiranose com
ligacdes B 1,4, utilizado na producdo de papel, é degradado pela bactéria
Paenibacillus xylanilyticus também encontrado nas TPAs indicando que sua

exploragdo para a area de biotecnologia € vasta (Rivas et al., 2005).
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A enzima B-glicosidase também produzida pela bactéria Dyella japonica
encontrada no solo (Xie & Yokota, 2005), tem grande aplicacdao biotecnoldgica pois,
esta enzima hidrolisa os isoflavondides glicosideos desenvolvendo agliconas,
compostos com agdo anticancerigena, que também sdo relacionados com a

adstringéncia observada no sabor da soja (Carrao-Panizzi & Bordingnon, 2000).

Na Tabela 7 e Figura 14 observa-se o numero total de microrganismos
encontrados nas amostras de TPA na profundidade de 10-20cm, que mostra a
grande populacdo de bactérias do género Arthrobacter, todavia nestas amostras a
presenca deste género de bactérias € bem superior ao encontrado nas amostras de

profundidade mais superficial.

Tabela 7. Bactérias isoladas nas amostras de TPA na profundidade de 10-20cm com os numeros de
isolados encontrados.

TPA 10-20cm Microrganismo No. de isolados

Arthrobacter sp.

Actinobactérias | Streptomyces sp.

Streptomyces purpeofuscus

Variovorax sp.

Pseudomonas sp.

Bacillus fusiformis

Outras Pseudomonas veronii

bactérias Paenibacillus xylanilyticus

Dyella japonica

Bacillus cereus

Burkholderia sp.

HINFR R =INO (A I—AHB

Paenibacillus sp.
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TPA na profundidade de 10-20cm

1\ 19
1

_—

79

O Arthrobacter sp. B s. purpeofuscus

O streptomvces sp. Ooutras

Figura 14. NUumero de actinobactérias encontradas em amostras de TPA na profundidade de 0-10cm

incluindo as bactérias ndo pertencentes a ordem das Actinomycetales.

5.2.3 Profundidade de 20-40cm

Os resultados da investigacao de actinobactérias em TPA na profundidade de

20-40cm estao descritos a seguir.

A Tabela 8 representa a analise morfolégica entre os isolados de bactérias em
TPA na profundidade de 20-40cm, obtida pelo método ARDRA apresentado nas
Figuras 15 e 16. O sequenciamento foi realizado em um isolado de cada grupo de

homdlogos.
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Amostra P01
M 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215216 217 218 219 220 221 222 223 224 225

Amostra PO1TMTO1
M 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250

Amostra PO1MT02
M 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274275

Ly L - " -
B A = e i “2 1 1 3 82—

Amostra PO1TMTO03
276 277 278 27 280 281 282 284 286 287 288 289 290 297 300

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Msp I apdés a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de TPA na profundidade de 20-40cm.
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Amostra P01

M 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225

Amostra PO1MTO1
M 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250

- -
s

Amostra PO1MT02
M 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275

Amostra PO1MTO03
- 276 277 278 279 280 281 282 284 286 287 288 289 290 297 300

Figura 16. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Taq I ap6s a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de TPA na profundidade de 20-40cm.
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Tabela 8. Anadlise de polimorfismo do DNA gendmico, através de enzimas de restricdo, nos isolados de
bactérias de TPA na profundidade de 20-40cm.

Amostra I solados homélogos
201
202
203 e 204
205; 211; 212; 215 e 216
PO1 206; 209; 213 e 214
207; 217; 218; 220 e 222
219; 221 e 223
220 e 222
224 e 225
226; 227; 228; 229; 230; 239 e 240
PO1MTO1 231; 232; 233, 236; 237, 238; 241, 242; 243 e 247
234, 235; 244, 248; 249 e 250
245 e 246
251; 252; 253; 254; 256; 257; 258; 259; 260; 261; 262;
263; 264; 265; 266; 267; 268; 269; 270; 271 e 273
PO1MTO02 255
274
275
276
277
278; 284; 286; 287; 288; 289; 297 e 300
279
PO1Mt03 280
281
282
290

Apos o seqlienciamento as seqliéncias geradas foram editadas removendo as

bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em

sistema operacional Linux e entdo analisadas pelo BLASTn contra a base de dados

do NCBI.

A populacdo de actinobactérias encontrada nas amostras de solo de TPA ndo

foi diferente entre as camadas estudadas como mostram as Tabelas 3a, 6a e 93,

porém foi encontrado uma populagdo um pouco maior na camada intermediaria do

que na camada mais superficial e um decréscimo desta populacdo na camada

inferior estudada, comprovando que estes microrganismos sao altamente aerdbios.
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Tabela 9a. Populacdo de actinobactérias encontradas em TPA na profundidade de 20-40cm.

Amostra 20-40cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI
PO1 205; 211; 212; 215 Arthrobacter sp 96
e 216
PO1MTO1 234; 235; 244,; 248; Arthrobacter sp 96
249 e 250
251; 252; 253; 254;
256; 257; 258; 259;
PO1MTO02 260; 261; 262; 263; Arthrobacter sp 98
264; 265; 266; 267;
268; 269; 270; 271
e 273
278; 284; 286; 287;
288; 289; 297 e Arthrobacter sp 98
PO1Mt03 300
281 Streptomyces 98

purpeofuscus
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Tabela 9b. Populagdo de bactérias encontradas em TPA na profundidade de 20-40cm.

Amostra 20-40cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI
201 Bacillus sp 98
202 Bacillus cereus 99
203 e 204 Variovorax sp 99
PO1 206; 209; 213 e Variovorax sp 99

214
207; 217; 218; 220 Staphylococcus 99
e 222 epidermidis
219; 221 e 223 Variovorax sp 99
224 e 225 Staphylococcus sp 91
226; 227; 228; 229; Pseudomonas 99
230; 239 e 240 veronii

PO1MTO1 231; 232; 233; 236;
237; 238; 241; 242; Variovorax sp 99
243 e 247
245 e 246 Variovorax sp 95
255 Dyella japonica 99
274 Dyella japonica 96

PO1MTO2
275 Janthinobacterium 99

Sp

276 Bacillus fusiformis 98
277 Bacillus sphaericus 98
279 Paenibacillus sp 92

PO1MTO3 280 Brevibacillus brevis 99
282 Bacillus 99

thuringiensis

290 Janthinobacterium 96

sp

A presenca de Staphylococcus epidermidis,

uma bactéria patogénica

normalmente encontrada na microflora da faringe de serpentes, que é responsavel

por infeccGes nosocomiais (Echeverrigaray et al., 2005), em TPA além de indicar a

presenca de répteis nos sitios de TPAs, esta bactéria também produz enzimas

proteoliticas, que hidrolisa proteinas e contribui para a fertilidade do solo.

Na Tabela 10 e Figura 17 observa-se o numero total de microganismos

encontrados nas amostras de TPA na profundidade de 20-40cm, que mostra a
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grande populacao de bactérias do género Arthrobacter, porém um pouco menor que

a populacao de bactérias nao pertencentes a ordem das Actinomycetales.

Tabela 10. Bactérias isoladas nas amostras de TPA na profundidade de 20-40cm com os numeros de
isolados encontrados.

TPA 20-40cm Microrganismo No. de isolados
Actinobactérias | Arthrobacter sp. 40
Streptomyces purpeofuscus 1
Bacillus sp. 1
Bacillus cereus 1
Variovorax sp 21
Staphylococcus epidermidis 5
Staphylococcus sp. 2
Outras Pseudomonas veronii 7
bactérias Dyella japonica 2
Janthinobacterium sp. 2
Bacillus fusiformis 1
Bacillus sphaericus 1
Paenibacillus sp. 1
Brevibacillus brevis 1
Bacillus thuringiensis 1

TPA na profundidade de 20-40cm

46

O Arthrobacter sp.
B S. purpeofuscus
O Outras bactérias

Figura 17. NUmero de actinobactérias encontradas em amostras de TPA na profundidade de 20-40cm
incluindo-se as bactérias ndo pertencentes a ordem das Actinomycetales.
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01
74 60 Arthrobacter sp 98%
50'08 Arthrobacter sp 98%
100 06 Arthrobacter sp 95%
42 L29 Arthrobacter sp 96%
80 Arthrobacter sp 95%
907 77 Arthrobacter sp 99%
30 Arthrobacter sp 98%
o 24 A. nitroguaiacolicus 98 %

34 Arthrobacter sp 96%
32 A.histidinolovorans 92%

100 78 S. purpeofuscus

58 S. purpureus

100 L(L[ Bacillus sphaericus

B. cereus

- Burkholderia koreensis

. Escherichia coli

Figura 18a. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S rRNA de isolados de
actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus e
Burkholderia encontrados em TPA na profundidade de 0-10cm, construida pelo método
“Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o gene 16S rRNA de E. coli
como um grupo externo. Os valores acima das linhas sdo valores de bootstrap obtidos
com 100 replicagdes.
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0,1
92 156 Arthrobacter sp. 97%
88 103 Arthrobacter sp. 97%
129 Arthrobacter sp. 94%
100
99 176 Arthrobacter sp. 98%
100 £51 Arthrobacter sp. 99%
—— 181 Streptomyces sp.
100 100
L 154 Streptomyces sp.
Bacillus sphaericus
100 100

B. cereus

Burkholderia koreensis

Escherichia coli

Figura 18b. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA de isolados de
actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus e
Burkholderia encontrados em TPA na profundidade de 10-20cm, construida pelo método
“Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o gene 16S rRNA de E. coli
como um grupo externo. Os valores acima das linhas sdo valores de bootstrap obtidos
com 100 replicagdes.
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0,1

251 Arthrobacter sp. 98%

58
100 234 Arthrobacter sp. 96%
278 Arthrobacter sp. 98%
100 49

205 Arthrobacter sp. 96%

100/ 100" 281 S. purpeofuscus

100 100 Bacillus sphaericus

— B. cereus

Burkholderia. koreensis

Escherichia coli

Figura 18c. Arvore filogenética baseada na seqiéncia do gene 165 rRNA de isolados de
actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus e
Burkholderia encontrados em TPA na profundidade de 20-40cm, construida pelo método
“Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o gene 16S rRNA de E. coli
como um grupo externo. Os valores acima das linhas sdo valores de bootstrap obtidos
com 100 replicagdes.

Nas arvores filogenéticas dos isolados de actinobactérias das amostras de

TPA, (Figuras 18a; 18b e 18c), todos os géneros de bactérias apresentados
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agruparam-se, porém na Figura 18a pode-se observar uma grande distédncia entre
os isolados e que um grupo de bactérias do genero Arthrobacter (isolados 60, 08,
06 e 29) distanciou-se das demais bactérias de mesmo género, sugerindo espécies

relativamente diferentes das demais, além da grande distancia entre os isolados.

5.3 Populacao bacteriana em solo adjacente a TPA

Nas amostras de solo adjacente a TPA também foi notada a presenca de
actinobactérias, todavia, em menor quantidade da encontrada nas amostras de TPA,

como mostram os resultados a seguir:

A identificacdo de diferentes isolados foi feita a partir dos 25 isolados de cada
amostra de solo, resultando assim, em 75 isolados que posteriormente foram

sequenciados.

Alguns isolados nao apresentaram forte identidade frente ao banco de dados
do NCBI, que supostamente podem ser microrganismos ainda nunca catalogados,

visto que apenas 1% de toda a microbiota é conhecida.

Diferentemente da TPA, o solo adjacente mostrou ter uma populacdao de
actinobactérias maior em camadas inferiores a superficial, como mostram as
Tabelas 12a, 15a e 18a, mas apesar de ter a populagdao maior em camadas

inferiores, ainda é menor do que as encontradas nas TPAs.

A microbiota do solo adjacente a TPA é bem semelhante, porém com uma
populacdo maior de bactérias ndo Actinomycetales, visto que a ocorréncia de
actinobactérias em solos TPA é maior. A populacdo de bactérias nao identificadas
como actinobactérias em solo adjacente estao descritas nas Tabelas 12b, 15b e
18b.
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5.3.1 Profundidade de 0-10cm

O solo adjacente investigado mostrou a presenca de actinobactérias, todavia,

em menor ocorréncia da encontrada nas amostras de TPA, como mostram os

resultados a seguir.

Tabela 11. Analise de polimorfismo do DNA gendmico, através de enzimas de restricdo, nos isolados
de bactérias de solo adjacente a TPA na profundidade de 0-10cm.

Amostra I solados homélogos
301; 302; 303; 304; 305; 306; 307; 308 e 309
P02 310; 311; 312; 313; 314; 315; 316; 317; 318; 320; 321; 322;
323; 324 e 325
319
326
327
328
329
PO2MTO1 330; 336 e 350
331 e 337
332; 333; 334; 338; 339; 340; 341, 342; 344, 345, 247 e 348
335 e 343
246
349
351
352
353
354
PO2MTO02 355
356
357
358; 359; 360; 361; 362; 363; 364; 367; 368; 369; 370; 371;
374 e 375
365; 366; 372 e 373
376
377,; 378 e 380
379; 392; 393 e 394
381; 382 e 383
PO2MTO03 384
385

386, 387 e 388

389; 390, 391, 398; 399 e 400

395; 396 e 397

A tabela 11 foi confeccionada analisando-se as Figuras 19 e 20, apresentadas

em seguida.
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Amostra P02
M 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325

Amostra PO2MTO1
M 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347 348 349 350

Amostra PO2MT02
M 351 352 353 354 355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365 366 367 368 369 370 371 372 373 374 375

Amostra PO2MTO03
M 376 377 378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394 395 396 397 398 399 400

- —xry gt s = o s et R ] : ¥

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Msp I ap6s a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras
de solo adjacente a TPA na profundidade de 0-10cm.
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Amostra P02
M 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315316 317 318 319 320 321 322 323 324 325

Amostra PO2MTO1
M 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347 348 349 350

- E

Amostra PO2MT02
M 351 352 353 354 355 356 357 358 359 360 361 362 363 364 365 366 367 368 369 370 371 372 373 374 375

Amostra PO2MT03
M 376 377 378 379 380 381 382 383 384 385 386 387 388 389 390 391 392 393 394 395 396 397 398 399 400
/ = .

=~ i = 5 - - =

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Taq I ap6s a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras
de solo adjacente a TPA na profundidade de 0-10cm.
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Assim como nas amostras de TPA foram investigados 3 profundidades de solo
obtendo-se 100 isolados de bactérias em cada amostra, as condigdes utilizadas
foram as mesmas que no isolamento de bactérias nas TPAs: meio de cultivo, tipo de
plaqueamento, temperatura e tempo de incubacdo. Nestes solos a ocorréncia de
actinobactérias foi da ordem de 6% na camada mais superficial estudada. Das 24
amostras analisadas apenas 3, na profundidade de 0-10cm indicaram a presenca de

actinobactérias como apresentado a Tabela 12b.

A ocorréncia dos géneros de actinobactérias foi semelhante as encontradas
em TPA. Foi também notada a ocorréncia da bactéria Streptomyces aureofaciens
que é conhecida produtora de tetraciclina. As tetraciclinas sao derivadas de
hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, compostos por um nucleo tetraciclico
linear (anéis A, B, C e D) aos quais uma variedade de grupos funcionais esta ligada.
As primeiras tetraciclinas descobertas foram a clorotetraciclina e a oxitetraciclina,
em 1948, a partir de culturas do Streptomyces aureofaciens e S. rimosus,
respectivamente. Alguns anos mais tarde, outras tetraciclinas foram identificadas,
sendo estas obtidas naturalmente de microrganismos ou como produtos de
processos semi-sintéticos. A tetraciclina pode ser obtida por fermentacdo de
Streptomyces aureofaciens, S. rimosus e S. viridofaciens, ou por processo semi-
sintético a partir da clorotetraciclina, que também ¢é produzida por esta bactéria,
que também é conhecida por produzir aureofacina, uma substancia antifungica

(http://www.helicobacter.com.br).

Tabela 12a. Populagdo de actinobactérias encontradas em solo adjacente TPA na profundidade de 0-

10cm.
Amostra 0-10cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI

327 Streptomyces 99
PO2MTO1 aureofaciens

329 Arthrobacter sp 99

PO2MT02 351 Streptomyces 97
aureofaciens

| PO2Mt03 |386; 387 e 388 | Streptomycessp | 98
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Tabela 12b. Populacdo de bactérias encontradas em solo adjacente a TPA na profundidade de O-

10cm.
Amostra 0-10cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI
301; 302; 303; 304; Bacillus cereus 99
305; 306; 307; 308
e 309
P02 310; 311; 312; 313;
314; 315; 316; 317; 99
318; 319; 320; 321;| Pseudomonas putida
322; 323; 324 e
325
326 Pseudomonas sp 96
328 Bacillus sphaericus 94
330; 336 e 350 Leifsonia xyli 99
PO2MTO1 331 e 337 Burkholderia sp 96
332; 333; 334; 338; 99
339; 340; 341; 342;| Rhizobium rhizogenes
344; 345; 247 e
348
335 e 343 Burkholderia sp 98
346 Burkholderia sp 97
349 Burkholderia sp 99
352 Streptococcus mitis 99
353 Bacillus sphaericus 99
354 Paenibacillus kribbensis 99
PO2MT02 355 Paenibacillus chibensis 93
356 Burkholderia sp 97
357 Burkholderia sp 97
358; 359; 360; 361;
362; 363; 364; 367;| Pseudomonas veronii 98
368; 369; 370; 371;
374 e 375
365; 366; 372 e| Burkholderia koreensis 99
373
376 Burkholderia sp 96
377; 378 e 380 Burkholderia sp 97
379; 392; 393 e| Rhizobium rhizogenes 99
394
381; 382 e 383 Pseudomonas sp 90
PO2MTO03 384 Pseudomonas 99
rhodesiae
385 Bacillus cereus 89
389; 390; 391; 398; Burkholderia sp 97
399 e 400
395; 396 e 397 Paenibacillus kribbensis 93
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A bactéria Gram negativa Burkholderia é conhecida por causar doencas
respiratérias como a broncopneumonia com sepse que € uma infeccdo com as
reacoes da SSRI (Sindrome Sistémica De Resposta Inflamatdria) de evolucao
fulminante podendo apresentar uma pneumonia de caracteristicas agudas com
infiltrado neutrofilico formando abscessos nos pulmoes, figado e baco, além de
formas cronicas onde se desenvolvem granulomas que simulam os caseosos, de
modo localizado, em ossos, linfonodos (granulomas estrelados) e pulmodes (Braga &
Almeida, 2005). Esta bactéria, estudada por pesquisadores do IPT (Instituto de
Pesquisas Tecnoldgicas), também é conhecida por sua habilidade em produzir altas
concentracbes de um polimero que serve de matéria-prima para plastico

biodegradavel, o PH3B (http://www.ipt.br/inovacao/exemplos/plastico/).

O género Burkholderia também é conhecido por ser diazotréfico, ou seja,
utiliza o nitrogénio como fonte de seu metabolismo. Com o inicio da chamada
"Revolucdo Verde" comecaram os estudos com estas bactérias ligadas ao solo e
mais recentemente com as oriundas das partes aéreas das plantas, tendo sido
comprovado que 60% do nitrogénio fixado pela cana-de-aglUcar é resultado do
metabolismo das bactérias endofiticas da parte aérea (Baldani, 1996). Em solos
muito pobres como o da Amazobnia, a presenca de bactérias endofiticas fixadoras de
nitrogénio ajuda a entender tamanha exuberancia e riqueza da flora e,

consequientemente, da fauna (Pavan & Moreira-Filho, 1998).

E sabido que a agricultura nos trépicos é mais dependente de fertilizantes
com nitrogénio do que nas regidoes de clima temperado, isto porque o alto indice de
precipitacoes e a rapida decomposicao de matéria organica levam a lixiviacdo e
rapidas perdas do nitrogénio nos fertilizantes aplicados. Desde que os fertilizantes
de nitrogénio ndo sdo subsidiados no Brasil, muitos gendtipos e subseqlientemente
variedades comerciais de cereais tém sido selecionados para altas producdes
agricolas com indices abaixo de seu requerimento real. Isto favoreceu
inconscientemente variedades que obtém parte do nitrogénio de associacdes com
diazotrdéficos. Inicialmente isto era atribuido a bactérias da rizosfera, mas parece
dificil explicar que de 20 a 40% do nitrogénio utilizado pela planta vem desta

associacdo (Dobereiner, 1997). Durante a década de 80, isto se tornou claro, pois
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tais gendtipos sao colonizados endofiticamente por varios diazotréficos (Débereiner,
1992), como a bactéria do género Burkholderia que é habil em colonizar raizes,

polpa e folhas de milho.

Segundo Sobral (2003) a bactéria Burkholderia gladioli, estd associada a

degradacao do herbicida glifosato.

Recentemente Chen e colaboradores (2005a) relataram a simbiose da
bactéria Burkholderia com leguminosas, promovendo nodulacdo em suas raizes

antes relatada quase que exclusivamente por bactérias da familia Rhizobiaceae.

Em outro trabalho Chen e colaboradores (2005b) relatam a ocorréncia de
96% de bactérias do género Burkholderia em isolados bacterianos de nédulos de
raizes de Mimosa pigra sugerindo que este género de bactéria promove simbiose na

planta.

O solo adjacente também investigado mostrou a presenca de actinobactérias,
todavia, em menor ocorréncia da encontrada nas amostras de TPA, como mostram

os resultados a seguir.

Tabela 13. Bactérias isoladas nas amostras de solos adjacentes a TPA na profundidade de 0-10cm
com os numeros de isolados encontrados.

ADJ 0-10cm Microrganismo No. de isolados
Arthrobacter sp. 1
Actinobactérias | Streptomyces aureofaciens 2
Streptomyces sp. 3
Bacillus cereus 10
Pseudomonas putida 16
Pseudomonas sp. 4
Bacillus sphaericus 2
Outras Leifsonia xyli 3
Bactérias Burkholderia sp. 18
Rhizobium rhizogenes 16
Streptococcus mitis 1
Paenibacillus kribbensis 4
Paenibacillus chibensis 1
Pseudomonas veronii 14
Burkholderia koreensis 4
Pseudomonas rhodesiae 1
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Na Tabela 13 e Figura 21 observa-se o numero total de microrganismos
encontrados nas amostras de solo adjacente a TPA na profundidade de 0-10cm, que
mostra a grande populacdo de bactérias ndo pertencentes a ordem das

Actinomycetales, indicando pouca presenca destes microrganismos.

ADJ na profundidade de 0-10cm

12 3

O Arthrobacter sp.

B s. aureofaciens
B streptomyces sp.
Ooutras bactérias

Figura 21. NUmero de actinobactérias encontradas em amostras de amostras de solos adjacentes a
TPA na profundidade de 0-10cm incluindo as bactérias ndo pertencentes a ordem das
Actinomycetales.
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5.3.2 Profundidade de 10-20cm

Tabela 14. Analise de polimorfismo do DNA gendmico, através de enzimas de restricdo, nos isolados
de bactérias de solo adjacente a TPA na profundidade de 10-20cm.

Amostra I solados homélogos

401 e 403
402
404; 405; 407, 408; 410; 411, 412; 414, 416; 417 e 420
406
409
P02 413
415
418; 419; 423, 424 e 425
421; 422
PO2MTO1 426; 427; 428; 429; 430; 431; 432; 433; 434; 435; 438;
439; 440; 441, 442 e 447
436; 437; 443; 444; 445; 446; 448; 449 e 450
451 e 454
452
PO2MTO02 453
455; 456; 457; 458; 459; 460; 461; 462; 463; 465; 467;
469; 471 e 473
464; 466; 468; 470; 472 e 474
475

476

477; 478; 480; 481; 482; 483 e 484
PO2MTO03 479

485; 486; 487; 489 e 490

491; 492; 493, 494; 495 e 496
497; 498; 499 e 500

Apds o seqlienciamento as seqléncias geradas foram editadas removendo as
bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em
sistema operacional Linux e entdo analisadas pelo BLASTn contra a base de dados
do NCBI.

A tabela 14 foi confeccionada analisando-se as Figuras 22 e 23, apresentadas

em seguida.
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Amostra P02
M 401 402 403 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424 425

Amostra PO2MTO1
M 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450

Amostra PO2MT02
M 451 452 453 454 455 456 457 458 459 460 461 462 463 464 465 466 467 468 469 470 471 472 473 474 475

Amostra PO2MTO03
M 476 477 478 479 480 481 482 483 484 485 486 487 488 489 490 491 492 493 494 495 496 497 498 499 500

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Msp I ap6s a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de solo adjacente a TPA na profundidade de 10-20cm.
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Amostra P02
M 401 402 403 404 405 406 407 408 409 410 411 412 413 414 415 416 417 418 419 420 421 422 423 424 425

Amostra PO2MTO1
M 426 427 428 429 430 431 432 433 434 435 436 437 438 439 440 441 442 443 444 445 446 447 448 449 450

Amostra PO2MTO03
M 476 477 478 479 480 481 482 483 484 485 486 487 488 489 490 491 492 493 494 495 496 497 498 499 500

Figura 23. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimatica com a
endonuclease Taqg I apds a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de solo adjacente a TPA na profundidade de 10-20cm.
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Tabela 15a. Populacdo de actinobactérias encontradas em solo adjacente a TPA na profundidade de

10-20cm.
Amostra 10-20cm I solado Microrganismo % de identidade pelo
NCBI
406 Corynebacterium 98
P02 aquaticum
455; 456; 457; 458;
PO2MT02 459; 460; 461; 462; Streptomyces sp 96
463; 465; 467; 469;
471 e 473
475 Corynebacterium 97
xyli
PO2Mt03 491; 492; 493; 494, Arthrobacter sp 99
495 e 496

Nestas amostras de solo foi notada a presenca de actinobactérias do género
Corynebacterium (Tabela 15a), que é constituido de células pleomorficas, Gram-
positivas, imoveis e ndo esporuladas. As corinebactérias podem se apresentar
individualmente, em pares ou palicadas e sob as formas cocdides, bacilares, e
filamentosas. Algumas espécies possuem granulos metacromaticos que sao reservas
de fosfatos de elevada energia (Biberstein & Zee, 1994). As bactérias do género
Corynebacterium sao utilizadas na producdo do acido glutamico, substancia utilizada
em temperos para acentuar o sabor dos alimentos e sintetizam gorduras (Borzani et
al., 2001).




Tabela 15b. Populacdo de bactérias encontradas em solo adjacente a TPA na profundidade de 10-
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20cm.
Amostra 10-20cm I solado Microrganismo % de identidade
pelo NCBI
401 e 403 Paenibacillus 98
polymyxa
402 Pseudomonas sp 99
404; 405; 407; 408; Rhizobium 99
410; 411; 412; 414; rhizogenes
416; 417 e 420
P02 409 Burkholderia 98
koreensis
413 Burkholderia sp 97
415 Burkholderia sp 94
418; 419; 423; 424 Burkholderia sp 95
e 425
421; e 422 Burkholderia sp 96
426; 427; 428; 429;
430; 431; 432; 433;
434; 435; 438; 439; Pseudomonas 99
PO2MTO1 440; 441; 442 e rhodesiae
447
436; 437; 443; 444;
445; 446; 448; 449 Burkholderia sp 98
e 450
451 e 454 Dyella yeojuensis 96
452 Burkholderia sp 97
PO2MTO02 453 Burkholderia sp 95
464; 466; 468; 470; Variovorax 99
472 e 474 paradoxus
473 Mesorhizobium loti 99
476 Dyella yeojuensis 97
477; 478; 479; 480; 97
481; 482; 483 e Burkholderia sp
PO2MTO03 484
485; 486; 487; 489 Burkholderia 83
e 490 phenazinium
497; 498; 499 e Burkholderia sp 95
500

Na Tabela 16 e Figura 24 observa-se o numero total de microrganismos

encontrados nas amostras de solo adjacente a TPA na profundidade de 10-20cm,

onde pode-se observar

a presenca de bactérias do género Arthrobacter,

Streptomyces e Corynebacterium com ocorréncia menor de actinobactérias a
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encontrada nas amostras de TPA na mesma profundidade, porém um pouco maior

que a populacao actinobactérias encontradas nas camadas de solo superiores.

Tabela 16. Bactérias isoladas nas amostras de solos adjacentes a TPA na profundidade de 10-20cm
com 0s numeros de isolados encontrados.

ADJ 10-20cm Microrganismo No. de isolados
Arthrobacter sp. 6
Atinobactérias | Corynebacterium aquaticum 1
Corynebacterium xyli 1
Streptomyces sp. 14
Paenibacillus polymyxa 2
Pseudomonas sp. 1
Rhizobium rhizogenes 11
Outras Burkholderia koreensis 1
bactérias Mesorhizobium loti 1
Burkholderia sp. 32
Pseudomonas rhodesiae 16
Dyella yeojuensis 3
Variovorax paradoxus 6
Burkholderia phenazinium 5

ADJ na profundidade de 10-20cm

78
OArthrobacter so. BsStreptomyces sp.
Bc. aquaticum OOutras bactérias

BC. xvii

Figura 24. NUmero de actinobactérias encontradas em amostras de amostras de solos adjacentes a

TPA na profundidade de 10-20cm incluindo as bactérias ndo pertencentes a ordem das

Actinomycetales.
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5.3.3 Profundidade de 20-40cm

Tabela 17. Analise de polimorfismo do DNA gendmico, através de enzimas de restricdo, nos isolados
de bactérias de solo adjacente a TPA na profundidade de 20-40cm.

Amostra I solados homélogos

501 e 502
503
504
505; 506; 508; 509; 512; 513; 514; 515; 516; 517; 518;
P02 519; 520; 521, 523; 524 e 525
507
511 e 522
526; 527; 530; 531; 532; 533; 534; 535; 536, 537; 538;
539; 540, 541; 542; 543, 544 e 545
PO2MTO1 528 e 529
546
547; 548; 549 e 550

551; 554; 555; 556; 558; 561; 565; 566; 567; 571; 572 e

573
552; 559 e 563
PO2MTO02 553; 560 e 564
557; 562 568; 569; 570 e 575
574
577 e 578
579; 582; 583 e 584
580
PO2MTO03 585; 586; 588; 592 e 600

581; 587; 591; 594; 595; 597 e 599
589; 590; 593; 596 e 598

Apds o seqlienciamento as seqliéncias geradas foram editadas removendo as
bases de baixa qualidade (<20) através dos programas Phred/Phrap/Consed em
sistema operacional Linux e entdo analisadas pelo BLASTn contra a base de dados
do NCBI.

A tabela 17 foi confeccionada analisando-se as Figuras 25 e 26, apresentadas

em seguida.
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Amostra P02
M 501 502 503 504 505 506 507 508 509 510 511 512 513 514 515516 517 518 519 520 521 522 523 524 525

Amostra PO2MTO1

M 526 527 528 529 530 531 532 533 534 535 536 537 538 539 540 541 542 543 544 545 546 547 548 549 550

;-_;---—.".'- ST R R Rl LR L Bl

LS L R L R -

Amostra PO2MT02
M 551 552 553 554 555 556 557 558 559 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570 571 572 573 574 575

Amostra PO2MTO03
M 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591 592 593 594 595 596 597 598 599 600

Figura 25. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimdtica com a
endonuclease Msp I apdés a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de solo adjacente a TPA na profundidade de 20-40cm.
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Amostra P02
M 501 502 503 504 505 506 507 508 509 510 511 512 513 514 515516 517 518 519 520 521 522 523 524 525

 wHaenpesn eae

Amostra PO2MTO1
538 539 540 541 542 543 544 545 546 547 548 549 550

527 528 529 530 531 532 533 534 535 536 537

Amostra PO2MT02
M 551 552 553 554 555556 557 558 559 560 561 562 563 564 565 566 567 568 569 570 571 572 573 574 575

A :
- 'h s 3 = s . *‘:# . —

Amostra PO2MTO03
M 576 577 578 579 580 581 582 583 584 585 586 587 588 589 590 591 592 593 594 595 596 597 598 599 600

Figura 26. Eletroforese em gel de agarose 2% com produtos de digestdo enzimdtica com a
endonuclease Taqg I apds a amplificacdo do gene 16S rRNA. M - marcador molecular
1Kb Ladder. Os numeros acima das canaletas correspondem aos isolados das amostras

de solo adjacente a TPA na profundidade de 20-40cm.
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Tabela 18a. Populacdo de actinobactérias encontradas em solo adjacente a TPA na profundidade de

20-40cm.
Amostra 20-40cm I solado Microrganismo % de identidade
pelo NCBI
505; 506; 508; 509;
512; 513; 514; 515; Arthrobacter 93
P02 516; 517; 518; 519; globiformis
520; 521; 523; 524 e
525
507 Arthrobacter sp 98
PO2MT02 557; 562 568; 569 e| Arthrobacter sp 99
570
574 e 575 Arthrobacter sp 98
PO2Mt03 | 589 Arthrobacter sp | 98

Foi também notada a presenca de Arthrobacter globiformis em solo adjacente

gue é uma bactéria conhecida por degradar compostos bifenilos policlorados (PCBs)

altamente poluentes, utilizando-os como fontes de carbono (Ahmed & Focht, 1973;

Bedard et al., 1986; Furukawa et al., 1978; Yadav et al., 1995).

Uma outra bactéria encontrada em solo adjacente foi a Acetonema longum

que foi descrita por Kane & Breznak (1991) como uma bactéria acetogénica.
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Tabela 18b. Populacdo de bactérias encontradas em solo adjacente a TPA na profundidade de 20-

40cm.
Amostra 20-40cm I solado Microrganismo | % de identidade pelo
NCBI
501 e 502 Pseudomonas 99
veronii
503 Pseudomonas 98
P02 veronii
504 Pseudomonas 98
rhodesiae
511 e 522 Pseudomonas 99
lurida
526; 527; 530; 531;
532; 533; 534; 535; Pseudomonas 99
536; 537; 538; 539; veronii
PO2MTO1 540; 541; 542; 543;
544 e 545
528 e 529 Burkholderia sp 98
546 Burkholderia sp 94
547; 548; 549 e 550 Burkholderia 98
koreensis
551; 554; 555; 556;
558; 561; 565; 566; Pseudomonas 99
567; 571; 572 e 573 veronii
P02MTO02 552; 559 e 563 Bacillus mycoides 99
553; 560 e 564 Burkholderia sp 94
PO2MTO03 577 e 578 Burkholderia 95
phytofirmans
579; 582; 583 e 584 Burkholderia sp 97
580 Burkholderia sp 98
585; 586; 588; 592 e Acetonema 92
600 longum
581; 587; 591; 594;| Burkholderia sp 97
595; 597 e 599
589; 590; 593; 596 e| Pseudomonas sp. 99
598

Na Tabela 19 e Figura 27 observa-se o numero total de microrganismos

encontrados nas amostras de solo adjacente a TPA na profundidade de 20-40cm,

onde pode-se observar a presenca de bactérias do género Arthrobacter, com

ocorréncia maior deste género a encontrada nas solo superiores.
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Tabela 19. Bactérias isoladas nas amostras de solos adjacentes a TPA na profundidade de 20-40cm
com 0s numeros de isolados encontrados.

ADJ 20-40cm Microrganismo No. de isolados

Actinobactérias | Arthrobacter sp. 9
Arthrobacter globiformis 17

Pseudomonas veronii 33

Pseudomonas rhodesiae 1

Pseudomonas lurida 2

Outras Burkholderia sp. 18
bactérias Burkholderia koreensis 4
Bacillus mycoides 3

Burkholderia phytofirmans 2

Acetonema longum 5

Pseudomonas sp. 5

ADJ na profundidade de 20-40cm

73

O Arthrobacter sp.
B A. globiformis
OOutras bactérias

17

Figura 27. Numero de actinobactérias encontradas em amostras de amostras de solos adjacentes a

TPA na profundidade de 20-40cm incluindo as bactérias ndo pertencentes a ordem das

Actinomycetales.
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351 S. aureofaciens

100

327 S. aureofaciens

100 —— 386 Streptmyces sp.

329 Arthrobacter sp. 99%
100

—  Bacillus cereus

100
100
— B. sphaericus
Burkholderia koreensis
Escherichia coli
Figura 28a. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S rRNA de isolados de

actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus
e Burkholderia encontrados em solo adjacente na profundidade de 0-10cm, construida
pelo método “Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o gene 16S rRNA

de E. coli como um grupo externo. Os valores acima das linhas sdo valores de
bootstrap obtidos com 100 replicagdes.
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475 Corynebacterium xyli 97 %

406 C. aquaticum 98%

100 ——491 Arthrobacter sp. 99%

455 Streptomyces sp.
100

—Bacillus sphaericus

100

100

L Bacillus cereus

Burkholderia koreensis

— Escherichia coli

Figura 28b. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 16S rRNA de isolados de
actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus
e Burkholderia encontrados em solo adjacente na profundidade de 10-20cm,
construida pelo método “Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o
gene 16S rRNA de E. coli como um grupo externo. Os valores acima das linhas sao
valores de bootstrap obtidos com 100 replicacoes.
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0,1
574 Arthrobacter sp 98%
47
9 505 A. globiformis 93%
507 Arthrobacter sp 98%
100
589 Arthrobacter sp 98%
100
100
557 Arthrobacter sp 99%
Bacillus sphaericus
100 100

L B. cereus

Burkholderia koreensis

Escherichia coli

Figura 28c. Arvore filogenética baseada na seqiiéncia do gene 165 rRNA de isolados de
actinobactérias(com suas respectivas porcentagens de homologia pelo NCBI), Bacillus
e Burkholderia encontrados em solo adjacente na profundidade de 20-40cm,
construida pelo método “Neighbour Joining”. A arvore foi enraizada utilizando-se o
gene 16S rRNA de E. coli como um grupo externo. Os valores acima das linhas sao
valores de bootstrap obtidos com 100 replicacoes.

Nas arvores filogenéticas dos isolados de actinobactérias das amostras de
solo adjacente a TPA, Figuras 28a, 28b e 28c, todos as bactérias agruparam-se em
seus respectivos géneros, confirmando a identidade das mesmas.

A arvore filogenética (Figura 29) representa todos os isolados de
actinobactérias das amostras de TPA e solo adjacente, nesta arvore pode-se
observar o agrupamento por géneros, mesmo aquelas bactérias que obtiveram

porcentagem de identidade baixa pelo banco de dados do NCBI, sugerindo talvez
novas espécies e/ou variedades.



85

0,1
100 (507 Arthrobacter sp.98%
87 '30 Arthrobacter sp. 98%

54574 Arthrobacter sp. 98%
98 278 Arthrobacter sp.98%
329 Arthrobacter sp. 99%
505 A. globiformis 93%
32 A. histidinolovorans 92%
205 Arthrobacter sp. 96%
34 Arthrobacter sp. 96%
103 Arthrobacter sp. 97%
2589 Arthrobacter sp. 98%
22[234 Arthrobacter sp. 96%

29 Arthrobacter sp. 96%
——06 Arthrobacter sp. 95%
08 Arthrobacter sp. 98%
6 156 Arthrobacter sp. 97%
557 Arthrobacter sp. 99%
24 A. nitroguaiacolicus 98%
129 Arthrobacter sp. 94%
80 Arthrobacter sp. 95%
151 Arthrobacter sp. 99%
77 Arthrobacter sp. 99%
60 Arthrobacter sp. 98%
491 Arthrobacter sp. 99%
251 Arthrobacter sp. 98%
100 176 Arthrobacter sp. 98%
Jj)jLE475 Corynebacterium xyli 97 %

406 C. aquaticum 98%
100 386 Streptmyces sp.
154 Streptomyces sp.

281 S. purpeofuscus
100 351 S. aureofaciens

327 S. aureofaciens
51 455 Streptomyces sp.
181 S. purpneofuscus
78 S. purpeofuscus
58 S. purpureus

%Bacillus cereus
B aericus
Burkhold?r’l]a oreensis
Escherichia coli

10035

&

Figura 29. Arvore filogenética baseada na sequéncia do gene 16S rRNA de isolados de
actinobactérias(com sua respectiva porcentagem de homologia pelo NCBI), Bacillus e Burkholderia
encontrados em TPA e solo adjacente construida pelo método “Neighbour Joining”. A arvore foi
enraizada utilizando-se o gene 16S rRNA de E. coli como um grupo externo. Os valores acima das
linhas sao valores de bootstrap obtidos com 100 replicagdes.
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6. CONCLUSOES

1. Populacdes de bactérias pertencentes a ordem das Actinomycetales sao
numericamente superiores em Terra Preta Antropogénica, quando comparada

a encontrada em solo adjacente;

2. As actinobactérias estdo presentes principalmente nas camadas de 0-10 cm e
10-20 cm, em ambos os solos, diminuindo gradativamente com o aumento da

profundidade;

3. Na analise das seqliéncias geradas pela da amplificacdo do gene 16S rRNA,
ocorreu baixa identidade dos isolados em relagao ao banco de dados do NCBI
(abaixo de 98%), o que pode ser um indicativo de ocorréncia de novas
espécies de microrganismos ou variantes, ja que estes solos sao

relativamente pouco estudados;

4. A técnica do ARDRA (Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado)
possibilitou observacao de polimorfismo de bactérias do mesmo género,
porém ndo ao nivel de espécie, pois houve variacdo na identificacdo dos

isolados (%) quando se sequenciou o DNA destes, usando o gene 16S rRNA;

5. Observou-se que, apesar do uso de meio de cultivo seletivo para o

isolamento de actinobactérias, este meio ndo foi especifico, podendo haver
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crescimento de outros microrganismos ndo pertencentes a ordem das

Actinomycetales;

6. A maior diversidade microbiana encontrada nas amostras adjacentes aos
solos TPAs pode indicar que outras fontes nutricionais estdao presentes neste
ambiente, enquanto que nas TPAs parece haver maior predominio de

actinobactérias, cuja razao ainda ndo esta esclarecida.
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