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RESUMO

O Cerrado ¢ considerado o segundo maior bioma do pais em area.
Dentre os estados que fazem parte deste bioma Cerrado, o estado de Minas
Gerais possui 57% de Cerrado sendo caracterizados por solos com alta acidez,
baixa fertilidade, niveis elevados de ferro e aluminio. Ha poucos estudos sobre a
diversidade microbiana dos solos do Cerrado. A aplicagdo de técnicas
moleculares vem sendo frequentemente empregada para detectar e identificar os
microrganismos em ambientes naturais. Neste estudo, a comunidade microbiana
presente no solo do Cerrado conservado de diferentes locais de Minas Gerais,
foi investigada por eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE),
seguido de seqiienciamento. Quinze amostras compostas foram coletadas na
estacdo seca e quinze na estagdo chuvosa nas regides de Arcos, Passos e
Luminarias. A técnica PCR-DGGE foi satisfatoria para detectar as comunidades
no solo. Para bactéria os géneros encontrados foram Bacillus, Klebsiella,
Enterobacter, Pantoea, Escherichia e Leuconostoc. Para a comunidade fungica
foram encontrados os géneros Zygosaccharomyces, Candida, Lachancea e
Cladosporium. Foi possivel verificar diferenga entre as comunidades de acordo
com a regido de amplificagdo do gene quando se utilizou diferentes primers,
possibilitando uma maior representatividade das comunidades microbianas. Os
parametros fisico-quimicos ndo foram influentes na microbiota demostrando
que os microrganismos Zygosaccharomyces sp., Candida sp., Lachancea
meyersii. Bacillus subtilis, Enterobacter cowanii, Klebsiella pneumoniae foram
dominante nos solos do Cerrado mineiro. Nossos resultados sdo relevantes para
o conhecimento da comunidade microbiana dos solos do Cerrado, porém mais
estudos se fazem necessarios para maior compreensao desta comunidade € o seu
papel no solo.

Palavras-chave: Cerrado. PCR-DGGE. Diversidade.



ABSTRACT

The Cerrado is the country’s second largest biome in the area. Among
the states that are part of this biome, Minas Gerais has 57% of Cerrado
presenting a soil with high acidity, low fertility and with high levels of iron and
aluminum. There are only a few studies on microbial diversity in Cerrado’s soil.
The use of molecular techniques has frequently been employed to detect and
identify microorganisms in natural environments. In this study, the microbial
community present in Cerrado soil kept in different places of Minas Gerais was
investigated by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), followed by
sequencing. Fifteen composite samples were collected during the dry season
and fifteen in rainy seasons in regions of the Arcos, Passos and Luminarias.
The PCR-DGGE technique was effective in detecting communities in the soil.
In the bacteria genera, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea, Escherichia,
and Leuconostoc were found. In the fungal community, the genera
Zygosaccharomyces, Candida, Cladosporium, and Lachancea were found. It
was possible to verify difference between the communities according to the
region of gene amplification, when using different primes, allowing greater
representativeness in the community. The physicochemical parameters were not
influential in the environment showing that the microorganisms
Zygosaccharomyces sp., Candida sp., Lachancea meyersii, Enterobacter
cowanii, Klebsiella pneumoniae were dominant in the Minas Gerais’ Cerrado.
Our results are relevant for a better understanding of the microbial community
in Cerrado Soil, but more studies are necessary to provide better knowledge of
this community and its effect on soil.

Keywords: Cerrado. PCR-DGGE. Diversity.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

As savanas sdo formacgdes tropicais e subtropicais, caracterizadas
por uma camada continua de grama, apenas interrompida por arbustos e arvores
em propor¢des varidveis, em que os principais padrées de crescimento estdo
intimamente associados a alternancia das estagdes secas ¢ umidas. O Cerrado
brasileiro ¢ a principal regido de savana na América e¢ distendem se por
aproximadamente dois milhdes de km?, principalmente no planalto central do
Brasil, sob um clima sazonal de verdes imidos € invernos secos.

Poucos estudos se tém sobre a diversidade bioldgica do Cerrado, no
entanto as areas nativas vém sofrendo intensas mudangas com o uso da terra, em
especial devido ao desenvolvimento agrario. A conversdo de areas nativas em
areas de pastagens pode estar impactando as comunidades microbianas deste
bioma.

Segundo a Conservacao Internacional do Brasil - CIB (2010), o Cerrado
¢ um dos 17 ecossistemas mais degradados do planeta, precisando de medidas
que compatibilizem o desenvolvimento com a manutengdo da sua
biodiversidade. Cerca de 80% do Cerrado ja foi modificado pelo homem e
somente 19% corresponde a areas-fragmento nas quais a vegetacdo original
ainda se encontra pouco modificada.

O Estado de Minas Gerais, preocupado com a preservacao deste bioma,
desenvolveu o projeto BIOTA — MINAS, visando o conhecimento da
biodiversidade do Estado de Minas Gerais desenvolvendo um mapeamento da
fauna, flora e microrganismos mineiros.

A microbiota do solo € a principal responsavel pela decomposi¢do dos

residuos orgéanicos, pela ciclagem de nutrientes e pelo fluxo de energia dentro do
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solo, exercendo influéncia tanto na transformacdo da matéria organica quanto na
estocagem do carbono e nutrientes.

A aplicacdo de técnicas moleculares em estudos de ecologia microbiana
tem sido frequentemente utilizado para explorar a diversidade microbiana e
analisar a estrutura das comunidades existentes. As abordagens moleculares
independente de cultura provaram ser ferramentas poderosas na criagdo de um
inventario mais completo da diversidade microbiana em amostras ambientais e
PCR-DGGE tem sido aplicada com é&xito para avaliar a microbiota do solo. A
avaliacdo da diversidade em solo de Cerrado ¢ um aspecto importante na busca

da manutenc¢do da biodiversidade deste solo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cerrado

O bioma Cerrado (savana tropical) é o segundo maior bioma da América
do Sul, com grande biodiversidade e espécies endémicas. Caracteriza-se por
verdes quentes e chuvosos (22 de Setembro a 20 de Marg¢o) e invernos suaves ¢
secos (21 de Marco a 21 de Setembro). A precipitacio média anual ¢ de 1.500
mm, as temperaturas sdo geralmente amenas ao longo do ano, entre 22°C e 27°C
em média, e a radiagio solar de aproximadamente 500 Cal cm™ dia™ (PEIXOTO
etal., 2010).

O termo Cerrado ¢ comumente utilizado para designar o conjunto de
ecossistemas (savanas, matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil
Central. Caracteriza-se pela existéncia de um extrato herbaceo (gramineas), € um
extrato arboreo/arbustivo. A vegetagdo pode ser descrita, em termos gerais,
como savana entremeada de Matas Ciliares. No conjunto de paisagens, sdao
consideradas como as mais comuns: 0 Campo Limpo, o0 Campo Sujo (formagdes
campestres), o Cerrado, o Cerradio (formagdes florestais) e as Matas de Galeria
(KLINK; MACHADO, 2005).

O Cerrado apresenta uma extensdo de aproximadamente 207 milhdes de
hectares, englobando o Estado de Goias, o Distrito Federal ¢ parte dos Estados
da Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Para,
Piaui, Rondonia e Tocantins (Figura 1) (GUCKER; BOECHAT; GIANI, 2009).

Os solos do Cerrado apresentam caracteristicas quimicas comuns como
elevada acidez, toxidade de aluminio, alta deficiéncia de nutrientes e alta
capacidade de fixagdo de foésforo (GUCKER; BOECHAT; GIANI, 2009). Este

bioma ¢ composto por tipologias vegetacionais adaptadas aos solos com altos
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teores de aluminio e distroéficos, predominando as classes Cambissolos,

Latossolos, Neossolos Quartzarénicos.

m VEGETAGAD NATIVA*
AREAS DESMATADAS

W DESMATAMENTO
2003-2009

Figura 1 Localizacdo do bioma Cerrado no Estado de Goias, Distrito Federal e
parte dos Estados da Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Rondonia e Tocantins

Fonte: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovéaveis -
IBAMA (2010)

A excelente estrutura fisica desses solos, juntamente com os avangos
tecnoldgicos na agricultura durante os ultimos 30 anos, fez com que o Cerrado
atingisse a lideranca na producgdo agricola do Brasil, ocorrendo uma grande
conversdo desse bioma em pastagens e campos agricolas (PEIXOTO et al.,
2010). O Cerrado, como o bioma Mata Atlantica, ¢ um hotspot de
biodiversidade no Brasil (BERNARDES; SANTOS, 2006). Além da grande

importancia ecoldgica e econdmica, pouco se sabe sobre a biodiversidade do
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Cerrado, especialmente a diversidade microbiana do solo (CASTRO et al.,

2008).

2.2 Comunidade microbiana no solo

Os microrganismos realizam atividades imprescindiveis para
manutencdo e sobrevivéncia das comunidades vegetais e animais. No solo as
principais atividades dos organismos sdo decomposi¢do da matéria organica,
producdo de humus, ciclagem de nutrientes ¢ energia (incluindo a fixacdo de
nitrogénio atmosférico), produgcdo de compostos complexos que contribuem para
a agregacao do solo, decomposi¢do de xenobidticos e controle bioldgico de
pragas e doencas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A diversidade de microrganismos é tdo vasta quanto desconhecida
(STURSA et al., 2009). Um grama de solo pode conter 10 bilhdes de
microrganismos, representando milhares de espécies. O numero de espécies
microbianas identificadas cresce a cada ano, sendo descritos mais de 70.000
fungos, 30.000 protozoarios, 26.000 algas, 6.500 bactérias ¢ 1.000 virus. Esses
nimeros sdo, no entanto, pequenos diante do total de espécies, estimado em
cerca de dois milhdes. Isso significa que foram descobertas e nomeadas até o
presente momento, talvez, menos de 0,1% ¢ no maximo 10% das espécies
microbianas, dependendo do hébitat estudado (ROSSELO-MORA; AMMAN,
2001; STURSA et al., 2009).

Melloni et al. (2001) avaliando as caracteristicas biologicas de solos sob
mata ciliar e campo do Cerrado observaram que o nimero médio de propagulos
viaveis por grama de solo seco situou-se de 10° a 107 para bactérias, 10° para
fungos e amonificadores, 10" a 10° para microrganismos solubilizadores de

fosfato e 10° para celuloliticos. Verificou-se uma tendéncia generalizada da
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comunidade microbiana ser maior no ecossistema de mata em relagdo ao de
campo.

A comunidade microbiana nos solos ¢ influenciada pelo ambiente. As
modificagdes ambientais ao longo das estagcdes do ano podem influenciar as
populagdes na comunidade microbiana. Tais variagoes estao diretamente ligadas
ao regime hidrico e ao clima da regido, a estrutura e ao manejo do solo, e ao teor
¢ a qualidade dos residuos vegetais aportados (CASTRO et al., 2008). Um solo
com teor elevado de matéria organica tende a manter a populacdo microbiana
mais estavel ao longo do ano, provavelmente, em decorréncia da riqueza de
nichos ecoldgicos e pela heterogeneidade das fontes de carbono (FEDE;
PANACCIONE; SEXTONE, 2001; TOLEDO et al., 2009).

A distribuicdo e especificidade das comunidades de microrganismos
também estdo relacionadas com a composicdo de nutrientes presentes no
substrato, a presenga de compostos inibitorios, e os vetores que utilizam estes
substratos para reproducéo e alimentacdo (PIMENTA et al., 2009).

Nos ecossistemas naturais, a cobertura vegetal permanente proporciona
protecdo continua do solo, além de adicionar grandes quantidades de nutrientes
principalmente através de residuos. Seus efeitos sobre a comunidade microbiana
podem interagir com os efeitos provocados pelas flutuagdes hidricas e térmicas
que ocorrem durante o ano. Isso pode influenciar em menor ou maior grau as
populagdes microbianas, através da determinagdo da atividade e das taxas de
crescimento das diversas populagdes na comunidade microbiana (CASTRO et
al., 2008; PEREIRA; NEVES; DROZDOWICZ, 1999).

A manutencao da biodiversidade do bioma Cerrado depende da relagao
entre o homem e o ambiente, pois a expansdo agropecuaria fez deste bioma uma
das principais regides de producdo do pais, com implantacdo de culturas
importantes para o agronegdcio, como soja, bovinocultura de corte e eucalipto

(TOLEDO et al., 2009). Estas praticas agricolas alteram as caracteristicas
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fisicas, quimicas e biologicas determinantes das condigdes de solo,
influenciando as diversas popula¢cdes na comunidade microbiana. Essas
modificagdes refletem-se na composicdo, atividade e biomassa desta
comunidade, uma vez que a permanéncia de uma populagdo no ecossistema fica
condicionada & sua habilidade de adaptagdo e de resposta a essas mudancas
ambientais (BERNARDES; SANTOS, 2006).

As modificagdes no equilibrio estabelecido entre as populagdes
microbianas ocorrem principalmente em decorréncia de alteragdes de pH,
umidade, aeragdo, temperatura e¢ disponibilidade de nutrientes organicos e
inorgénicos, pelo efeito isolado ou do somatoério de dois ou mais desses fatores
(BERNARDES; SANTOS, 2006).

Os microrganismos do solo podem ser classificados em grupos
funcionais de acordo com suas atuagdes nos processos biologicos do
ecossistema. Exemplos desses grupos sdo os microrganismos envolvidos no
ciclo do nitrogénio (diazotroficos, desnitrificadores, amonificadores) e os
envolvidos no ciclo do carbono, desde os degradadores de polimeros complexos,
até arqueas, incluindo metanogénicas e metanotroficas (CHAER et al., 2009;
PEIXOTO et al., 2010; TORSVIK; OVREAS, 2002).

Os organismos do solo, tais como fungos, bactérias e actinobactérias sdo
ditos como biota do solo, possuem caracteristicas genéticas e fenotipicas que
demonstram a sua capacidade de viver nestes locais assim como sua influéncia
nos mesmos. Esses microrganismos apresentam alta diversidade metabolica e
fisiologica, tornando-os versateis no habitat dos varios nichos ecolégicos, como
¢ o caso dos nichos do Cerrado. Podem ser classificados em autotroficos ou
heterotroficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O isolamento e a identificacdo de microrganismos a partir de fontes
naturais tem sido uma ferramenta amplamente utilizada para a obtencdo de

estirpes uteis e geneticamente estaveis (ADNAN; TAN, 2007). O estudo da
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diversidade de microrganismos do Cerrado pode desvendar o efeito da
perturbagdo no ecossistema, pode descobrir novos taxons com potencial para
aplicagdes biotecnoldgicas e principalmente analisar a diversidade microbiana
nestes ecossistemas. Analisar as comunidades obtidas em diferentes locais ¢
importante para compreender a distribuicdo das comunidades nestes

ecossistemas (PIMENTA et al., 2009).

2.3 Microrganismos

Os microrganismos mais comumente encontrados nos solos do Cerrado
mineiro sdo bactérias, bactérias fixadoras de nitrogénio, actinobactéria, fungos

filamentosos e leveduras.

2.3.1 Bactérias

O numero de bactérias normalmente ¢ maior que os fungos e
actinobactérias do solo, representando entre 25 ¢ 30% de biomassa microbiana
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). A populacdo destes grupos ¢ maior na
superficie do solo declinando com a profundidade. Os microrganismos que
vivem na superficie do solo sdo os mais envolvidos na formagdo do solo, no
ciclo biogeoquimico dos nutrientes ¢ na regulagdo do fluxo da agua. Assim, a
microbiota presente na superficie do solo é responsavel pelo funcionamento
ecologico, possuindo um importante papel nas atividades de decomposicio e
transformacdo de nutrientes (GOBERNA et al., 2005).

Caracterizagdo detalhada da biodiversidade no bioma Cerrado ainda ndo
¢ bem compreendida, pouco se sabe sobre suas comunidades bacterianas do
solo. Alguns estudos descreveram o isolamento de novas espécies de bactérias

do solo de Cerrado (BARROS et al., 2003). Streptomyces isoladas do solo,
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principalmente do Cerrado, estdo sendo empregadas na biotecnologia e estudos
demonstram que um grupo especifico destas bactérias pode ser influenciado por
estimulos ambientais (GOMES et al., 2001).

De acordo com Uroz et al. (2009), a formacdo dos minerais desempenha
um papel fundamental no ambiente, influenciando na biodisponibilidade de
elementos quimicos que podem ser benéficas ou téxicas para a vida de outros
organismos. A utilizagdo futura de bactérias degradadoras de minerais podem
substituir a aduba¢ao quimica e estes microrganismos sao capazes de promover
o crescimento de plantas através da liberacdo de nutrientes presos nestes
minerais (UROZ et al., 2009).

Estudos sobre a degradag@o microbiana sdo uteis no desenvolvimento de
estratégias de biorremediacdo para a desintoxicacdo de inseticidas por
microrganismos. A degrada¢do microbiana ¢ considerada um importante fator
que determina o destino dos pesticidas e inseticidas organofosforados presentes
no ambiente Cerrado (CYCON; WOJCIK; PIOTROWSKA-SEGET, 2009).
Sorensen, Albers e Aamand (2008) indicaram que as cepas de bactérias t€m um
grande potencial de degradacdo dos inseticidas organofosforados e outros
pesticidas.

Pereira et al. (2006) usaram a técnica de 16S rRNA para caracterizar a
microbiota de diferentes solos utilizados em plantagdes e floresta modificada em
Guaira, Estado de S3o Paulo, Brasil; e observaram a presenga dos filos
Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria,

Verrucomicrobia, Archaea, além de outras ndo identificadas.

2.3.2 Bactérias fixadoras de nitrogénio

A maioria dos eucariotos (plantas e animais) ndo consegue utilizar o N,

abundante na atmosfera terrestre. Alguns organismos incluidos no grupo dos
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eucariotos conseguem converter ou reduzir este nitrogénio em amonia, o qual
pode ser incorporado ao crescimento ¢ manutencdo das células destes eucariotos.
Estes organismos sdo denominados diazotréficos e o mecanismo responsavel
pela incorporagdo de N, a biomassa ¢ chamado de fixagdo biologica de
nitrogénio (FBN) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Tem sido demonstrado que
as bactérias diazotroficas ndo s6 sdo capazes de fixar nitrogénio atmosférico,
mas também produzem metabolitos de interesse agricola, incluindo fitormonios
regulando o crescimento das plantas (ROESCH et al., 2007).

Em geral, ja foram descritas espécies representantes de varios grupos de
procariotos que fixam nitrogénio, tais como: bactérias fotossintetizantes (ex.:
Rhodospirillum rubrum), bactérias anaerobicas (ex.: Clostridium spp.),
microaerdfilas (ex.: Azospirillum spp., Herbaspirillum spp., Acetobacter
diazotrophicus, Azorhizobium caulinodans, Azoarcus spp., Burkholderia spp.,
etc.), bactérias aerobicas (ex.: Azotobacter spp. e Derxia spp.) e também alguns
representantes das cianobactérias e actinobactérias (Frankia) (HAYAT et al.,
2010; SPRENT; SPRENT, 1990).

Bactérias fixadoras de nitrogénio associada a plantas incluem os géneros
Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium, Allorhizobium, Sinorhizobium e
Mesorhizobium. Ja aquelas bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre ou
associativas, pertencentes aos géneros Azospirillum, Enterobacter, Klebsiella e
Pseudomonas (HAYAT et al., 2010).

Recentemente, quatro estirpes de Burkholderia noduladoras da planta
Mimosa encontradas no Cerrado foram sequenciadas utilizando 16S rRNA e
demonstraram grande habilidade de fixacdo de N, (CHEN; YANAGIDA;
SHINOHARA, 2005).

Peixoto et al. (2010) verificaram que a estrutura da comunidade

bacteriana no solo do Cerrado, analisando solo nativo e solos cultivados, foi
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modificada, indicando que os sistemas agricolas podem interferir nas mudangas

dentro dos nichos de microrganismos.

2.3.3 Actinobactérias

Um importante grupo de microrganismos, que ¢ quase inexplorado nos
solos do Cerrado, compreende as actinobactérias (SOUZA et al.,, 2008;
VASCONCELLOS et al., 2010). As actinobactérias sdo amplamente distribuidas
na natureza, sendo comumente encontrada no solo, principalmente na rizosfera
(MERZAEVA; SHIROKIKH, 2006; SOUSA et al., 2008).

Por meio de seus metabolitos secundarios, esses microrganismos podem
influenciar o desenvolvimento da planta e a produgdo de hormoénios vegetais,
aumentando a disponibilidade de nutrientes minerais e também excretando
antibioticos ou toxinas que atuam no controle bioldgico de patégenos na
rizosfera (HAMDALI et al., 2008; VASCONCELLOS et al., 2010).

Eles sdo bem conhecidos por sua extensa producdo de compostos com
capacidade de solubilizar fosfatos e de compostos com elevado poténcial
biotecnologico, tais como quitinases e antibidticos (GOMES et al., 2000;
HAMDALI et al., 2008).

A diversidade de actinobactérias no solo foi observada e 22 géneros
destas foram identificados, tais como Actinopolysporineae, Corynebacterineae,
Frankineae, Glycomycineae, Kineosporiineae, Micrococcineae,
Micromonosporineae, Propionibacterineae, Pseudonocardineae,
Streptomycineae, Streptosporangineae, Nocardioidaceae, Actinopolysporaceae,
Actinosynnemataceae, Dermacoccaceae, Geodermatophilaceae,
Glycomycetaceae, Kineosporiaceae, Microbacteriaceae, Micromonosporaceae,

Nocardiaceae, Promicromonosporaceae, Propionibacteriaceae,
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Pseudonocardiaceae, Streptomycetaceae, Streptosporangiaceae e
Thermomonosporaceae (ZHANG et al., 2010).

Quirino et al. (2009) estudando a diversidade de bactérias do solo do
Cerrado observaram uma abundédncia de bactérias do filo Actinobacteria
identificada em ambos Cerrado sensu stricto ¢ Cerrado convertidos para solos de
pastagem.

Actinobactéria isolada dos solos do Cerrado exibem atividade
quitinolitica e atividade de protease (GOMES et al., 2000). Porém ¢é cada vez
mais claro que estes habitats sdo pouco explorados e as actinobactérias sao
capazes de produzir compostos bioativos (ZHANG et al., 2010).

Barros et al. (2003) isolaram do solo de Cerrado o género Nocardia
cerradoensis, que mostrou ter propriedades quimicas e morfologicas tipicas da
Nocardiaceae. Este sendo pertencente ao distinto clado monofilético na arvore
de 16S r DNA, juntamente com Nocardia africana, Nocardia vaccinii e
Nocardia veterana.

Uma nova actinobactéria quitinolitica isolada do solo do Cerrado foi
atribuido ao género Streptomyces com base nas caracteristicas quimicas e
morfologicas. Analises filogenéticas do gene 16S rRNA mostraram que esta
cepa, RCQI071T, esta relacionada com Streptomyces albulus, com 98% de
similaridade da sequéncia (SOUZA et al., 2008).

2.3.4 Fungos filamentosos

Os géneros Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Fusarium, Pythium, Verticillium e Alternaria sdo fungos considerados os mais
comuns encontrados no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Ha evidéncias de
que a diversidade de fungos nos tropicos ¢ maior do que em regides temperadas

e que os poucos géneros e nichos ecoldgicos estudados ndo fornecem
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informagdes adicionais ao que ja se sabe dos 5% dos fungos conhecidos na Terra
(HAWKSWORTH, 2001).

Mesmo ndo sendo um grupo predominante no solo, os fungos
representam entre 70 e 80% da biomassa microbiana do solo e sua ocorréncia
esta condicionada a fatores como pH, umidade e quantidade de matéria organica
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Estudos sobre diversidade das comunidades de fungos nos solos do
Cerrado e algumas pastagens de agricultura foram observados representantes do
filo Ascomycetes em todas as comunidades estudadas, como
Kraurogymnocarpa trochleospora, Chytridiomycete e Dothideomycetes.
Basidiomycetes, tais como Tricholoma myomyces e Psilocybe stunzii também
foram identificados em todas as areas estudadas, porém, eles foram mais
abundantes em floresta do Cerrado sensu stricto, com 27,4% (CASTRO et al.,
2008).

Em alguns estudos varios fungos do Cerrado ndo puderam ser
identificados pela auséncia de sequéncias similares depositadas no banco de
dados ou, possivelmente, que estes organismos nio tenham sido anteriormente
isolados. Este grupo de fungos "ndo identificados" € mais proeminente nos solos
nativos do Cerrado sensu stricto (8,2%) e floresta ribeirinha (11,4%) (CASTRO
et al., 2008; JIZHENG; ZHIHONG; JANE, 2005).

Castro et al. (2008) observaram que nas areas nativas e convertidas em
pastagens do Cerrado existe uma grande diferenga na distribuicdo de filos. A
substituicdo extensiva da cobertura vegetal nas areas afetadas também pode ser
um fator importante na estrutura da comunidade de fungos.

Estudos sobre a contribuicdo de fungos micorrizicos arbusculares
autoctones em solo de Cerrado degradado demonstraram que o solo da area
preservada apresentou uma taxa de coloniza¢do micorrizica de 37,5%, enquanto

o solo da area reflorestada apresentou 30% de colonizacdo. Assim, apesar das
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perturbagdes que esta area degradada vem sofrendo ao longo dos anos, os fungos
micorrizicos arbusculares autoctones tém se mostrado tolerantes e com
capacidade de multiplicagdo, mantendo o potencial de inoculo (AQUINO;
CASSIOLATO, 2002).

A capacidade de um organismo sobreviver em condigdes adversas
depende da rapidez de suas respostas fisioldgicas as condigdes ambientais
(SILVA; SIQUEIRA; SOARES, 2006). Os processos de agregacdo do solo,
decomposi¢ao de residuos orgénicos, mineralizacdo de nutrientes, controle de
pragas, doencas e estabelecimento de relagdes simbidticas sdo realizados com a
participacdo efetiva dos fungos. Participam também de processos de degradacao
de pesticidas e podem servir como compartimentalizadores de metais pesados do
solo, diminuindo a sua toxidez para o ambiente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

O fungo Penicillium sclerotiorum foi identificado como uma fonte de
metabolitos secundarios que possuem atividade antibidtica. Este fungo foi
isolado de amostras do solo do Cerrado e inibiu o crescimento de Candida
albicans, Streptomyces pyogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium e Escherichia coli (LUCAS; CASTRO; TAKAHASHI, 2007).

2.3.5 Leveduras

As leveduras podem estar presentes no solo, na agua, em tronco de
arvores em decomposi¢do, em plantas herbaceas, silagem, animal ¢ em muitos
produtos alimenticios como queijo, linguica, produtos de carne refrigerada, ¢ ha
algumas espécies que habitam ambientes marinhos (SANTOS et al., 2005).

Ahansal et al. (2008) estudaram isolados de leveduras do solo, folhas e
frutos da arvore de Argan (Argania spinosa). As leveduras do solo foram

identificadas como pertencentes aos Basidiomicetos (Bullera variabilis e
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Rhodotorula glutinis), e dos frutos foram associadas a ascomicetos como Pichia
angusta e Zygoascus hellenicus.

Muitas espécies de leveduras vivem como saprofitas, muitas vezes em
associacdo com plantas, animais ¢ sdo agentes importantes na biodegradacgdo da
celulose, hemicelulose, amido, pectina, dacidos organicos, dissacarideos,
gorduras e lignina, que ¢ particularmente resistente a degrada¢do bacteriana.
Elas sdo, portanto, inestimaveis para a reciclagem de matéria orgéanica. O alto
valor de conservagdo dos mecanismos metabolicos e de regulagdo entre
eucariotos tem contribuido para a ampla utilizagdo de leveduras como um
sistema modelo para diversos estudos biologicos (FAI; GRANT, 2009).

Muitas leveduras isoladas de plantas e ambientes florestais como o
Cerrado tém mostrado propriedades de controle bioldgico para microrganismos
patogénicos. Algumas leveduras foram patenteadas para a utilizagdo no controle
pos-colheita de doengas de frutas (AHANSAL et al., 2008).

Duas novas espécies de leveduras, Wickerhamomyces queroliae e
Candida jalapaonensis foram isoladas do Cerrado a partir de larvas de
Anastrepha mucronata (Diptera: Tephritidae) (ROSA et al., 2009).

Novas espécies de leveduras foram isoladas a partir da madeira
apodrecida da Mata Atlantica ¢ no Cerrado brasileiro. As espécies novas de
levedura que degradam D-xilose estdo relacionadas a Candida jeffriesii,

Spathaspora passalidarum e Spathaspora arborariae (CADETE et al., 2009).

2.4 Ferramentas para avaliagcdo da diversidade microbiana do solo

Durante muitos anos as técnicas de identificacdo e classificagdo de
microrganismos mais empregados foram baseadas em caracteristicas
morfologicas e fisiologicas, denominadas técnicas tradicionais (TORSVIK et al.,

1998). Entretanto, os procedimentos taxondmicos convencionais para identificar
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microrganismos sdo ainda muito lentos, exigem muito trabalho e ndo sdo
absolutamente conclusivos (CHEN; WANG; CHEN, 2008). Varias
metodologias t€m sido utilizadas para a identificagdo de microrganismos com
base em caracteristicas morfoldgicas da colonia, das células ou através da
identificacdo em fun¢do das condi¢des de cultivo. Apesar de que informagdes
referentes a capacidade de assimilacdo de fontes de C e N, em diferentes
substratos e caracterizacdo bioquimica e fisioldgica sdo valiosas, caracteristicas
fenotipicas podem ser influenciadas pela linhagem e pelas condigdes de cultivo
(CHEN; WANG; CHEN, 2008; MOZINA et al., 1997).

O estudo da diversidade microbiana enfrenta alguns obstaculos como as
dimensdes microscopicas dos objetos de analises, descrigdes taxondmicas
incompletas e inexisténcia de meios de isolamento e cultivo apropriados para a
vasta maioria dos microrganismos (GIRAFA; NEVIANI, 2001). Um sério
problema em ecologia microbiana € que a proporcdo relativa do crescimento
bacteriano em placa medido pelas Unidades Formadoras de Colonia (UFC) varia
de 0,1 a 1% em solo de ambiente pristino ¢ 10% em solo de agricultura. Isto
implica que investigagdes baseadas em isolamento microbioldgico podem incluir
somente uma parte minoritaria da diversidade microbiana total. O estudo da
porgdo ndo cultivavel tornou-se possivel devido ao desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular. Estas podem ser por extra¢do, amplificacdo e analise de
sequéncias de DNA diretamente dos solos, sem a necessidade de isolamento e
cultivo dos microrganismos (TORSVIK et al., 1998).

As técnicas moleculares ndo estdo livres de erros. Estes erros podem
acontecer na extracdo dos acidos nucléicos ou mesmo na amplificagdo da PCR
gerada pelos iniciadores. A técnica de DGGE pode formar moléculas
heteroduplex, separar somente fragmentos pequenos de até 500pb e acontecer

uma co-migracdo de fragmentos (MUYZER; SMALLA, 1998).
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A extragdo de DNA do solo envolve basicamente a ruptura das células
microbianas presentes na amostra, e, portanto este DNA contém cromossomos
de um grande numero de microrganismos. Quanto maior a diversidade
microbiana no solo mais sequéncias diferentes de DNA serdo encontradas na
amostra do solo (WECHTER et al., 2003). Porém, o conjunto de primers
apropriados ¢ de extrema importancia, para confirmar e ampliar os resultados
encontrados (ASCHER et al., 2010; BRESOLIN et al., 2010; CASTRO et al.,
2008).

Analisar resultados de biologia molecular da comunidade microbiana,
ndo se restringe apenas a extragdo de DNAs da comunidade bacteriana. Sao
importantes, também, os fatores relacionados a reacao de PCR, como escolha de
iniciadores, concentragio de DNA amplificado e comparagdo com outros
métodos (ENWALL; HALLIN, 2009; MARTIN-LAURENT et al., 2001).

Com o advento da biologia molecular aplicada ao estudo do meio
ambiente, varios tipos de marcadores foram desenvolvidos contribuindo
significativamente para o avango do conhecimento sobre a biodiversidade deste
grupo. Os métodos moleculares receberam grande impulso com o
desenvolvimento da técnica conhecida como PCR. Nessa técnica, pequenos e
especificos segmentos do genoma de microrganismos podem ser amplificados
utilizando-se primers (sequéncias iniciadoras) complementares a sequéncias
localizadas em regides especificas do genoma (CHEN; WANG; CHEN, 2008).
O que ocorre ¢ a extensdo a partir dos primers, pela agdo de uma DNA
polimerase termoestavel, a Taq DNA polimerase, isolada originalmente do
microrganismo Thermus aquaticus. O DNA ¢é desnaturado e o ciclo repetido
varias vezes, o que permite a amplificacdo exponencial daquela sequéncia
especifica (WOESE, 1987).

As técnicas moleculares que utilizam a técnica de PCR sdo cada vez

mais utilizadas para identificacdo de espécies. Dentre as técnicas desenvolvidas
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a partir amplificacdo de regides do rDNA seguida de sequenciamento ¢ analise
da homologia com sequéncias ja depositadas em banco de dados tém sido
utilizada com frequéncia para a identificagdo de espécies. A escolha da regido a
ser sequenciada ¢ vital para a analise entre os organismos, sendo normalmente
utilizado o rDNA, devido a presenga ¢ a homologia desta em todos os
organismos vivos, € por possuir partes muito conservadas intercaladas por outras
variaveis (WOESE, 1987).

Os produtos de PCR permitem analisar a estrutura ¢ a diversidade da
comunidade microbiana total, assim como quantificar a variagdo existente entre
as sequéncias do DNA extraido do solo. Algumas metodologias que utilizam os
produtos da amplificacdo s@o: Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante,
(DGGE), a Eletroforese em Gel de Gradiente de Temperatura (TGGE),
Conformacdo de Polimorfismo em Fita Simples (SSCP) e Andlise dos Perfis
Eletroforéticos de Fragmentos de Restricio (ARDRA) (MARTIN-LAURENT et
al., 2001; MOTA et al., 2005).

A técnica de DGGE, desenvolvida por Fisher ¢ Lerman (1983), se baseia
nas diferentes propriedades de desnaturacdo apresentada pelas fitas duplas de
DNA das moléculas.

O DGGE ¢ uma ferramenta importante nos estudos ecoldgicos onde se
avalia diversidade microbiana ambiental. A avaliagdo estatistica dos perfis de
bandas das amostras é expressa através de indices de similaridade entre amostras
distintas e suas réplicas (ASHER et al., 2010).

Estes métodos consistem da separagdo e visualizagdo de fragmentos de
DNA em gel de eletroforese de acordo com diferencas em suas sequéncias de
nucleotideos. A riqueza de “espécies”, um dos parametros da biodiversidade,
pode ser estimada a partir do nimero de bandas obtidas ao fim da analise,
mudangcas ocorridas entre 0s membros da comunidade e também a identificagdo

filogenética dos mesmos. Apesar do largo emprego da técnica de DGGE, a
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interpretagdo dos resultados obtidos deve ser cautelosa. Problemas de
amplificacdo preferencial ou amplificagdo de diferentes operons de 16S rDNA
da mesma espécie bacteriana fazem com que a técnica de DGGE seja semi-
quantitativa (ASHER et al., 2010; MUYZER; SMALLA, 1998).

Mesmo assim, essa técnica permite que um grande nimero de amostras
seja analisado a fim de caracterizar a variabilidade intrinseca das estruturas das
comunidades. Essa grande quantidade de dados pode ser analisada através de
ferramentas estatisticas fornecendo uma vantagem significante para a
interpretacdo das variabilidades observadas (MORRIS et al., 2002).

Peixoto et al. (2010) analisaram as estruturas da comunidade bacteriana
em solos do Cerrado cultivado sob preparo convencional, em plantio direto e
sob a vegetagao nativa de Cerrado utilizando a técnica PCR-DGGE. Verificaram
a presenca das bactérias pela regido 16S rRNA e genes rpoB e gene do grupo
Pseudomonas.

Castro et al. (2008) fizeram uma abordagem molecular, com o intuito de
caracterizar as comunidades fingicas do solo utilizando a técnica PCR-DGGE
em quatro areas do bioma Cerrado, sendo uma area nativa, uma floresta
ribeirinha, uma area convertida para uma plantagdo de soja e uma éarea de
pastagem. Estas analises demonstraram que areas convertidas do solo do
Cerrado apresentam uma microbiota inferior a dos solos nativos do Cerrado.

Nas ultimas duas décadas, varios métodos moleculares tém sido
propostos (SORENSEN et al., 2009) e, recentemente, a exploragdo de genomas
inteiros presentes em uma amostra de solo, a metagendmica, tem proporcionado
uma nova abordagem para a avaliacdo detalhada desta microbiota (DANIEL,
2005; LANGER et al., 2006). O sequenciamento metagenomico pode determinar
a complexa microbiota do solo e fornecer dados suficientes para compreender a
diversidade da comunidade microbiana. O sucesso da metagendmica de solo

depende de uma combinacdo de selecdo de amostras adequadas, métodos
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eficazes de extragdo de DNA, a clonagem, as estratégias de selecdo ¢ as

abordagens necessarias para o sequenciamento (MOCALI; BENEDETTI, 2010).
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CAPITULO 2

Perfil da comunidade microbiana presente no solo de cerrado brasileiro em

trés diferentes regibes do estado de Minas Gerais

RESUMO

A estrutura da comunidade microbiana nos solos de trés regides do
Cerrado brasileiro do Estado de Minas Gerais, foi investigada por eletroforese
em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Amplificagdes dos fragmentos do
gene 16S rRNA para bactérias e das regides 18S rDNA e ITS para a comunidade
fungica foram realizados e as bandas detectadas cortadas do gel e reamplificadas
para posterior sequenciamento. Foi possivel verificar diferenca entre as
comunidades de acordo com a regido de amplificagdo do gene, ou seja, as
mesmas amostras apresentaram perfis diferentes quando se utilizou diferentes
primers, possibilitando um maior conhecimento da comunidade. Os géneros
bacterianos identificados foram Bacillus, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea,
Escherichia e Leuconostoc. A comunidade fingica foi representada pelos
géneros Zygosaccharomyces, Candida, Lachancea e Cladosporium. As
populagdes microbianas foram semelhantes quando comparado os solos das trés
areas analisadas na estacdo chuvosa e seca. Os parametros fisico-quimicos nao
foram influentes na microbiota demostrando que o0s microrganismos
Zygosaccharomyces sp., Candida sp., Lachancea meyersii. Bacillus subtilis,
Enterobacter cowanii, Klebsiella pneumoniae foram dominante nos solos do
Cerrado mineiro. Este foi o primeiro estudo da caracterizagdo da comunidade
microbiana em solos do Cerrado brasileiro pertencente ao estado de Minas
Gerais. Sugere-se, portanto, que novos estudos sejam realizados para
conhecimento da diversidade microbiana em areas nativas do Cerrado visando a
preservacao e compreensao ecologica deste bioma.

Palavras-chave: Cerrado. PCR-DGGE. Diversidade.
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ABSTRACT

The microbial community structures in soil from three regions of the
Minas Gerais’s Cerrado were investigated by Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE). Amplifications of fragments from the gene 16S rRNA
for bacteria and from the regions 18S rDNA and ITS for fungal community were
made, as the bandings were detected, they were cut off from the gel and re-
amplified for subsequent sequencing. It was possible to verify the difference
between the communities according to the region of gene amplification, e.g. the
same samples showed different profiles when using different primers, allowing a
greater knowledge of the community. The bacterial genera Bacillus, Klebsiella,
Enterobacter, Pantoea, Escherichia, and Leuconostoc were identified. The
fungal community was represented by the genera Zygosaccharomyces, Candida,
Cladosporium, and Lachancea. The microbial populations were similar when
comparing the soils from the three analyzed areas in rainy and dry season. The
physicochemical parameters were not influential in the environment,
demonstrating that the microorganisms Zygosaccharomyces, Candida,
Lachancea meyersii, Bacillus subtilis, Enterobacter cowanii, Klebsiella
pneumoniae were dominant in Minas Gerais’ Cerrado soil. This was the first
study about characterization of microbial communities in the Brazilian Cerrado
soil in the State of Minas Gerais. It is suggested therefore that further studies are
conducted to improve the knowledge about microbial diversity in natural areas
of Cerrado aiming at preservation and ecological understanding of this biome.

Keywords: Cerrado. PCR-DGGE. Diversity.
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1 INTRODUCAO

O bioma Cerrado (savana tropical) ocupa cerca de 24% do territorio
brasileiro e é caracterizado por apresentar uma temperatura média em torno de
22-27°C, a precipitagdo entre 800 - 1,600 mm e radiacdes solares de 475-500
Cal cm™ dia™. Os solos desse bioma sdo altamente intemperizados, o que 0s
torna acido, pobre em nutrientes e rico em oOxidos de ferro e aluminio
(PEIXOTO et al., 2010). No Brasil, este bioma engloba os estados de Goias,
Distrito Federal e parte dos estados da Bahia, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Para, Piaui, Rondonia e Tocantins (GUCKER;
BOECHAT; GIANI, 2009).

No estado de Minas Gerais, as regides amostradas de Arcos, Passos e
Luminarias sdo areas preservadas e categorizadas pelo projeto Biota Minas
como areas de alta importincia biologica visando a preservagdo da
biodiversidade destes locais. No entanto, os avangos agricolas que ocorreram
durante os ultimos 30 anos, fez com que o Cerrado tornasse a zona de produgao
principal de grios no Brasil (PEIXOTO et al., 2010). Este bioma esta sendo
ameacado pela crescente expansdo agricola e ndo se sabe como esta conversdo
em areas de pastagens pode afetar as comunidades microbianas autoctones
(RODRIGUES, 2005). Apesar de sua importancia biologica, o Cerrado tem sido
o foco de poucos estudos sobre sua macro e micro diversidade (CASTRO et al.,
2008; TOLEDO et al., 2009).

Os microrganismos do solo estdo intimamente ligados as propriedades
fisico-quimicas destes e sdo importantes na manutencdo de importantes fungoes
no ecossistema terrestre, como na ciclagem de nutrientes, residuos orgénicos, na
degradacdo de contaminantes, na formagao e estabilizagdo da estrutura do solo
(WALLIS et al., 2010). A fungao e a diversidade das comunidades bacterianas e

fungicas podem ser um indicador mais eficiente e dindmico da qualidade do solo
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do que aquelas baseadas em propriedades fisicas e quimicas. Entretanto, pouco
se sabe sobre os fatores que afetam diversidade, em parte devido a complexidade
das comunidades, mas também porque nem todos os microrganismos podem ser
cultivados sob condi¢des de laboratdrio (BRESOLIN et al., 2010).

A aplicagdo de técnicas moleculares em estudos de ecologia microbiana
tem sido frequentemente utilizada para explorar a diversidade microbiana e
analisar a estrutura das comunidades existentes (ASCHER et al.,, 2010;
BRESOLIN et al, 2010; CASTRO et al., 2008; NAKATSU, 2007). As
abordagens moleculares independente de cultivo provaram ser ferramentas tteis
na criagdo de um inventario mais completo da diversidade microbiana em
amostras ambientais (NAKATSU, 2007) e a técnica PCR-DGGE tem sido
aplicada com éxito para avaliar a microbiota do solo (ASCHER et al., 2010).
Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil das
comunidades microbianas presentes nos solos conservados do Cerrado de Minas
Gerais utilizando a técnica de DGGE a partir da amplificagdo de fragmentos de

DNA com diferentes primers.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descric¢des do local e amostragem do solo

As amostras foram coletadas nas regides de Arcos (20°49°48.0”S;
046°30°54.9”W), Luminarias (21°37°51.5”S; 044°59°11.0"W) e Passos
(20°14°51”’S; 045°31°40.8”W). Uma descricdo geral de cada local esta
apresentada na Figura 2.

Trinta amostras compostas foram coletadas em dareas preservadas
durante os meses de Janeiro (baixa precipitacdo pluviométrica com uma média
de 875mm) e Agosto (alta precipitacao pluviométrica com uma média de 75mm)
de 2010. Cada amostra composta foi formada por 12 sub-amostras, coletadas na
profundidade de 0-20 cm, dentro de um circulo de didmetro de 3 a 6 metros a
partir do centro (Fig. 2c). Antes de coletar as sub-amostras em cada ponto de
amostragem, todo o equipamento foi flambado para evitar a contaminacdo a
partir do ponto anterior. As amostras de solo foram colocadas em sacos plasticos

estéreis (Nasco ®) e armazenadas a 4°C até posterior utilizagdo.

2.2 Extracdo do DNA e anélise de PCR-DGGE

Cada amostra (cerca de 0.25g de solo) foi transferida para um eppendorf
e foi submetido a extragcdo de DNA usando o kit Max Power Solo DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante. O DNA gendmico foi utilizado como molde para a
amplificagdo do DNA microbiano nas regides alvo do ribossomo. Dois pares de
primers foram utilizados para a analise de cada comunidade microbiana. A
Tabela 1 apresenta informagdes sobre os primers. A comunidade bacteriana foi

submetida as seguintes condi¢cdes de amplificacdo: aquecimento a 95°C/5 min,
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seguido por 30 ciclos de 60s a 92°C, anelamento a 55°C /60s e extensdo a
72°C/60s, e extensdo final de 72°C/10 min. Na comunidade fungica as mesmas
condi¢des foram realizadas porém com 35 ciclos.

A analise de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) foi
realizada no sistema BioRad Dcode (BioRad). As amostras de DNA
amplificadas foram colocadas em um gel 8%, com o gradiente desnaturante de
30-60% para bactéria e 12-60% para fungos, em uma corrida a 16h a 70V a 60°C

e os géis foram corados com Syber Green por 30 min.

2.3 Sequenciamento das bandas de DGGE

As bandas do gel de PCR-DGGE foram excisadas com uma lamina
estéril, e o DNA foi purificado utilizando o kit QIAEX II (Qiagen, Chatsworth,
CA, EUA), segundo o protocolo do fabricante. O DNA recuperado de cada
banda de DGGE foi reamplificado usando os mesmos primers para as bactérias e
fungos (Tabela 1), sem grampo GC. Os amplicons do PCR foram sequenciados
pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). As sequéncias mais proximas a partir
de parciais sequéncias do DNA ribossomal foram obtidas do GenBank (BASIC
LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL - BLAST, 2010).

O perfil de similaridade das comunidades microbianas em diferentes
solos do Cerrado mineiro foi determinada com base na presenca ou auséncia de
bandas detectadas por DGGE. Os géis foram analisados utilizando o software
BioNumerics (versao 1.5, Applied Maths, Kortrijk, Bélgica) para determinar a
diversidade dos amplicons com imagens do gel normalizado usando a identidade
interna das bandas como referéncia. A semelhanca entre os perfis foram
calculados utilizando o coeficiente de Jaccard ¢ um dendrograma com ligagao
média (método em grupo nao pareado através de média aritmética; UPGMA) foi

obtido para os perfis de DGGE dos procariotos e de eucariotos separadamente.
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Figura 2 a. Representacdo da localizacdo dos solos amostrados do Cerrado em Minas Gerais no Brasil. b. Locais de
amostragem nas cidades de Arcos, Passos e Luminarias no estado de Minas Gerais. c. Distribuicdo da
amostragem por pontos. Uma amostra de solo composta consistiu de 12 sub-amostras coletadas em torno de um

ponto central
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Tabela 1 Primers utilizados nas reagdes de PCR-DGGE para detectar as comunidades de bactérias e fungos nos solos do
Cerrado mineiro

Primer Sequencia (5’ - 3) Comunidade Regido alvo Referéncias
968fGC AAC GCG AAG AACCTT AC
Grampo GC conectado a extremidade 5’ e B . Regido V6-V8 do Magalhées et al.
968f acteriana gene 16S rRNA (2010)
1401r CGG TGT GTA CAA GACCC
338fGC GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG
AGG CAG CAG . , . Regido V3 do gene Magalhaes et al.
Grampo GC conectado a extremidade 5° e Bacteriana 16S tRNA (2010)
338fgc
518 ATT ACC GCG GCT GCT GG
ITS1fGC TCC GTA GGT GAA CCT GCG G
Grampo GC conectado a extremidade 5° e Whi |
ITS1gc . . 1te et al.
Eucarioto Regido ITS do rDNA (1990)
ITS4r TCCTCCGCTTATTGATATGC
NS3fGC GCA AGT CTG GTG CCA GCA GCC
Grampo GC conectado a extremidade 5 e .
NS3gc Eucarioto Regido 18S do rDNA Magalhdes et al.
(2010)
YMOS51r TTG GCA AAT GCT TTC GC

Grampo GC - CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GG, f - forward primer; r - reverse primer

144
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2.4 Andlise fisico-quimica do solo do Cerrado mineiro

As caracteristicas fisicas e quimicas do solo foram analisadas usando
aproximadamente 200 g de cada amostra composta. Apos extragdo com
Mehlich-1, o K foi determinado por fotometria e o P analisado por
espectrofotometria a 660 nm (DEFELIPO; RIBEIRO, 1997). O pH do solo foi
medido a partir de 1: 2,5 da suspensdo solo: agua utilizando-se pHmetro
MICRONAL. Os teores de Al, Ca e Mg, apds a extragdo com KCI 1 mol/l, Ca e
Mg foram determinados por espectrometria de absor¢do atomica ¢ o Al por
titulagdo acido-base (DEFELIPO; RIBEIRO, 1997). O potencial de acidez (H +
Al) foi estimado por uma equacdo com base no pH determinado em solugao de
tampdo (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 1997). O carbono organico foi determinado por oxidagcdo com
dicromato de N e o N total foi determinado pelo método de Kjeldahl. O calculo
de bases trocaveis (SB) foi realizado pela soma dos teores de Ca, Mg, Nae K. A
textura do solo foi determinada com densimetro Bouyoucos apds o uso de
NaOH 1 mol/L (LANYON; HEALD, 1982). O Sistema SAS 9.1 foi utilizado
para a analise estatistica com o procedimento de modelo linear geral (GLM).

A correlagdo entre os solos de Cerrado e as variaveis fisico-quimicas
foram submetidas a andlise estatistica (analise de componentes principais ou

PCA) utilizando o software Unscrambler ® 9,7 (CAMO, Oslo, Noruega).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo e avaliacdo dos diferentes primers utilizados nas

comunidades de bactérias e fungos no solo do Cerrado mineiro

Neste estudo, quatro dos primers comumente utilizados (MAGALHAES
et al., 2010; WHITE et al., 1990) para PCR-DGGE, foram selecionados para
avaliar o perfil da comunidade microbiana nos solos de Cerrado mineiro. Os
primers 968fGC / 1401r (regido V6-V8) e 338fGC/518r (regido V3) visando a
amplificacdo de diferentes regides do 16S do rDNA e os primers
ITS1fGC/ITS4r e NS3fGC/YMI951r visando a regido do espacador transcrito
interno e regides 18S do rDNA (Figuras 3 e 4).

Os primers ITS1 (GARDES; BRUNS, 1993) e ITS4 (WHITE et al.,
1990) utilizados neste trabalho, parecem ter especificidade para os fungos
Ascomicetos, Basidiomicetos ¢ Zigomicetos (IZZ0; AGBOWO; BRUNS, 2005;
MANTERA; VIVANCOB, 2007).

Os dois pares de primers para cada comunidade foram capazes de
amplificar as amostras de solo. O uso do primer ITS1fGC/ITS4r para fungos
apresentou uma maior diversidade de bandas, sendo identificado como
Cladosporium sp., que ndo foi detectado com o uso do primer
NS3fGC/YMO951r. Ambos primers foram capazes de detectar a presencga das
leveduras Lachancea meyersii, Zygosaccharomyces e Candida. Porém somente
o primer ITSIfGC/ITS4r foi capaz de diferenciar fungos filamentosos de
leveduras.

As limitagdes dos primers ainda ¢ desconhecida e ndo se sabe o efeito
destes na diversidade da comunidade fungica (ANDERSON; CAIRNEY, 2004).

Na comunidade de bactérias, o par de primers 338fGC/518r da regido

V3 foi capaz de demonstrar uma maior variedade de bandas, com a identifica¢ao
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de Bacillus subtilis, Pantoea agglomerans, Leuconostoc mesenteroides,
Enterobacter sp., Escherichia coli que ndo vista pelo par de primers
968fGC/1401r da regido V6-V8 do 16Sr RNA.

(a) r

NS3IFGC and YMI51r
a

[

(b)
Primers
ITSIfGC and ITS4r

-

dr~7

@
PER
T

Figura 3 Analise de DGGE da comunidade fingica 18S (a) e ITS (b) dos
fragmentos de rDNA amplificados das amostras de solo. Banda a -
Zygosaccharomyces sp. AF017728.1. Banda b - Candida sp.
GI190714325. Banda ¢ - Lachancea meyersii AY645661.1. Banda d -
AB534344 fungo ndo cultivado. Banda e - Ascomycota ndo cultivado
GQ404775. Banda f - AY969178 zygomycete nao cultivado. Banda g -
Cladosporium sp. FJ950740. Banda h - fungo do solo ndo cultivado
DQ421005.1. Banda i - Cladosporium oxysporum AJ300332.1. Banda
j - ndo identificado. Nimeros referem-se a diferentes localidades: 1-4
regido de Passos (estagdo chuvosa) e 16-20 (estacdo seca); 6-10 regido
de Luminarias (estagdo chuvosa) e 21-25 (estagdo seca); 11-15 regido
de Arcos (estagdao chuvosa) e 26 -30 (estagdo seca)
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Primers
968fGC and 1401r

Primers
338fGC e 518r

Figura 4 Analise de DGGE da comunidade bacteriana 16S rRNA na regido V6-
V8 (a) e regido V3 (b) amplificados a partir de amostras de solo. Banda
k - bactéria ndo cultivavel do solo GU598579.1. Banda | - AB281478
Bacillus macerans. Banda m - Klebsiella pneumoniae CP000964.
Banda n - Enterobacter cowanii FJ357832. Banda o e r - Bacillus
subtilis EU000054. Banda p - bactéria ndo cultivavel EF014703.1.
Banda q e s - ndo identificado. Banda t - Pantoea agglomerans
DQI122371. Banda u - EU026432 Escherichia coli. Banda v -
Enterobacter sp. EU304794. Banda x - Leuconostoc mesenteroides
ABO02741. Numeros referem-se a diferentes localidades: 1-4 regido de
Passos (estagdo chuvosa) e 16-20 (estagdo seca); 6-10 regido de
Luminarias (estagdo chuvosa) e 21-25 (estacdo seca); 11-15 regido de
Arcos (estag@o chuvosa) e 26 -30 (estagdo seca)



Tabela 2 Diversidade das comunidades de bactérias, fungos e leveduras a partir das bandas do DGGE, apds o
sequenciamento, encontradas nos solos das regides amostradas de Passos, Luminarias e Arcos durante as

estagOes chuvosa e seca do Cerrado de Minas Gerais

Cerrado Estacbes Bactéria Levedura Fungo
Bacillus macerans, Bacillus subtilis, Klebsiella Zygosaccharomyces sp.  Cladosporium
Chuvosa pneumoniae, Pantoea agglomerans, Enterobacter Candida sp oxysporum
cowanii Lachancea meyersii
Passos Klebsiella pneumoniae,Escherichia coli, Zygosaccharomyces sp.
Seca  Enterobacter cowanii,Enterobacter sp., Bacillus Candida sp
subtilis,Leuconostoc mesenteroides,Pantoea Lachancea meyersii
agglomerans
Bacillus macerans, Escherichia coli, Klebsiella Zygosaccharomyces sp.
Chuvosa pneumoniae, Enterobacter sp., Enterobacter cowanii  Candida sp
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis Lachancea meyersii
Luminarias . . L .
Klebsiella pneumoniae,Escherichia coli, Zygosaccharomyces sp.
Seca  Enterobacter cowanii,Enterobacter sp., Bacillus Candida sp
subtilis, Leuconostoc mesenteroides Lachancea meyersii
Bacillus macerans, Escherichia coli, Klebsiella Zygosaccharomyces sp.  Cladosporium sp.
Chuvosa pneumoniae, Enterobacter sp., Enterobacter cowanii  Candida sp
Leuconostoc mesenteroides, Bacillus subtilis Lachancea meyersii
Arcos Seca  Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis, Zygosaccharomyces sp.  Cladosporium sp.

Enterobacter cowanii, Leuconostoc mesenteroides

Candida sp
Lachancea meyersii

6%
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Embora muitos estudos tivessem demonstrado claramente a ampla
aplicabilidade da técnica de PCR-DGGE para discriminar entre as
bactérias/fungos (ASCHER et al., 2010; BRESOLIN et al., 2010; CASTRO et
al., 2008; HOSHINO; MORIMOTO, 2008; NAKATSU, 2007), este trabalho
demonstra que a selegdo dos conjuntos de primers apropriados € importante.
Estes iniciadores podem afetar na analise da diversidade dos perfis, porém,
enquanto esperava-se também diversidade entre os microrganismos, isto nao
pode ser visto, ja que os microrganismos identificados ndo foram diferentes,
predominando uma mesma populagdo. Nossos resultados demonstraram que a
segmentagdo por regides rDNA diferentes podem, as vezes, levar a resultados
diferentes na analise da diversidade dos perfis, que nao verificado quanto a
microbiota presente. Analisando os resultados verificou-se que algumas espécies
foram representadas em posi¢des diferentes do gel ou mesmo que puderam
aparecer no mesmo local, podendo ser descrita pela co-migragdo do DNA de
diferentes espécies na mesma faixa (SEKIGUCHI et al., 2001) ou formagao de
vérias bandas na amplificagdo de genes de genomas individuais (NUBEL et al.,
1996). Este resultado pode fornecer informagdes incorretas sobre dominancia e
diversidade de determinados ribotipos na comunidade. Varios métodos
moleculares que visam avaliar as comunidades do solo tém sido desenvolvidos,
porém a técnica mais representativa ¢ a do DGGE, que apresenta grande
potencial por contribuir uma melhor compreensdo do papel ecologico dos
microrganismos neste habitat (ASCHER et al., 2010; BRESOLIN et al., 2010;
CASTRO et al., 2008; NAKATSU, 2007).

Na identificagdo das espécies de bactérias e fungos (Figs. 3 ¢ 4), as
bandas foram excisadas, re-amplificadas e os fragmentos de DNA eluidos foram
utilizados para o sequenciamento. As sequéncias exibiram uma identidade maior

que 98% com sequéncias disponiveis no GenBank. Foram identificados



51

Zygosaccharomyces sp., Candida sp., Lachancea meyersii, fungos ascomicota e
zigomicota ndo cultivavel, Cladosporium sp. e Cladosporium oxysporum.

Vital et al. (2002) também verificou a presenca de diversas leveduras
dos géneros Candida spp. e Zygosaccharomyces spp. além do fungo
Cladosporium spp. no solo da Amazonia brasileira utilizando a regido 26S do
rDNA. O fungo Cladosporium oxysporum foi encontrado somente na estagdo
chuvosa de Passos, este fungo caracteriza-se pelo seu alto poder de
biorremediacdo (Tab. 2) (MUKHERJEE; MITTAL, 2005), com conidios
nodulosos, atuando como saproéfitas, geralmente encontrados nas folhas e caules
de plantas (BENSH et al., 2010). Em nossos resultados, apds observar a
microbiota presente no solo do Cerrado, algumas espécies microbianas foram
relacionadas com fungos e bactéria de solo ndo cultivaveis, que foi verificado
por Bresolin et al. (2010). Castro et al. (2008) observaram dominéncia de 90,5%
de Ascomicetos em solos de pastagem no Cerrado, demostrando semelhante
dominéncia em nossos resultados em ambientes nativos. As leveduras do género
Zygosaccharomyces spp., encontrada em ambos os géis de DGGE em todas as
trés areas analisadas, estdo envolvidas na deterioracdo da matéria organica,
caracterizadas como osmotolerantes e vivem em ambientes acidos.

Lachancea meyersii foi encontrado em todos os perfis de bandas, tanto
no periodo chuvoso e quanto no seco com o primer ITSIfGC/ITS4r
demostrando que esta populagdo ¢ dominante no solo do Cerrado (Tabela 2)
(ASHER et al., 2010). Esta espécie também foi dominante em solos de
manguezais, caracterizada por desempenhar um papel importante na cadeia
alimentar detritica (HYDE et al., 2002), ser homotalica, possuir formas de
ascosporos esféricos, crescer na falta de galactose e presenca de maltose (FELL;

STATZELL-TALLMAN; KURTZMAN, 2004).
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Foram identificadas as bactérias: Bacillus macerans, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cowanii, Pantoea agglomerans, Escherichia coli,
Enterobacter sp., Leuconostoc mesenteroides e Bacillus subtilis.

Bacillus subtilis foi encontrado em bandas em diferentes posi¢Ges no gel
¢ em todos os locais amostrados. Estes padroes de bandas multiplas podem ser
devido a microheterogeneidade da sequéncia entre varias copias do gene 16S
rDNA desta cepa (NUBEL et al., 1999). Uma tnica espécie pode apresentar
varias copias de rDNA podendo superestimar a diversidade da comunidade
detectada pelo DGGE, porque a técnica poderia ter favorecido a extracao dessa
espécie. Outra explicacdo para as diferentes posi¢cdes das bandas se deve pelos
microrganismos do grupo Bacillus subtilis serem formados por oito espécies
indistinguiveis pelo gene 16S rRNA, as espécies sdo B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. vallismortis, B. subtilis
subsp. Spizizenii e B. sonorensis. A diferenga entre este grupo ocorre somente
pelo gene gyrB (WANG et al., 2007). As espécies de Bacillus spp. também
foram encontrada por Quirino et al. (2009) em amostras de solo de Cerrado
conservado.

As espécies de Klebsiella spp., Enterobacter spp., Pantoea agglomerans
e Escherichia coli estdo associadas com pequenos mamiferos e insetos e sdo
encontradas naturalmente no solo, agua e plantas (QUIRINO et al., 2009).
Leuconostoc mesenteroides ndo é comumente encontrados no solo, entretanto
esta levedura foi detectada em todos os solos com excessdo da estagdo chuvosa
de Passos, mas ja foi identificada nos trabalhos de Kawasaki et al. (1996) e
Yanagida, Chen e Shinohara (2006) em solos na provincia de Yamanashi, no
Jap@o. Poucos estudos foram realizados sobre sua importancia no solo,
demostrando somente interesse em seu poténcial biotecnologico como produgao
de bacteriocina, acido latico e dextrana (YANAGIDA; CHEN; SHINOHARA,

2006). A bactéria Pantoea agglomerans foi encontrada somente na regido de
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Passos nas estagoes chuvosa e seca. Esta espécie é descrita como importante na
regulagdo do teor de agua do solo e no crescimento das plantas (SARTORI;
VALDEBENITO; RIBEIRO, 2008). Klebsiella pneumoniae e Enterobacter
cowanii foram encontradas nas trés areas analisadas tanto na esta¢io seca como
na chuvosa demonstrando ser uma bactéria dominante no solo do Cerrado.
Klebsiella pneumoniae ¢ caracterizada como gram negativa, em forma de
bastonetes, fixadora de nitrogénio, se associam a plantas para produzir
nitrogenase ¢ no solo podem apresentar alta atividade nitrilase degradando
compostos complexos (INIQUEZ; DONG; TRIPLETT, 2004). Enterobacter
cowanii é comumente encontrada em solos acidos, promovem o crescimento de
plantas, sdo gram negativas e psicrotroficas (DEEPA; DASTAGER; PANDEY,
2010).

Na comunidade fingica e bacteriana foram encontrados 13 géneros,
provavelmente representando somente as espécies mais abundantes, os demais
foram caracterizados como “ndo cultivaveis” demonstrando que uma maior
comunidade poderia ter sido encontrada. A presenca de comunidades '"ndo
cultivaveis" em solos nativos do Cerrado também foi verificada por Castro et al.
(2008) em diferentes tipos de solo do estado de Goias no Brasil e Jizheng,
Zhihong e Jane (2005) na Australia subtropical.Outro fator pode ter sido a
extragdo dos Aacidos nucléicos que favoreceu estes géneros ou mesmo a
amplificacdo da PCR gerada pelos iniciadores (MUYZER; SMALLA, 1998).

Analisando os perfis do DGGE (Figura 3a) foi possivel verificar que o
uso do primer NS3fGC/YMO951r em quatro regides amostradas de Passos
apresentou o mesmo perfil de bandas, tanto na estagdo chuvosa quanto na
estacdo seca. As amostras da regido de Luminarias apresentaram o mesmo perfil,
com excecdo da amostra 7, onde a estacdo seca desta amostragem apresentou

mais bandas do que no periodo chuvoso. Todos os perfis da regido de Arcos

variaram entre as estagcdes. Dentro da regido de Arcos foi possivel observar uma
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maior diversidade entre os perfis, porém esta diversidade ndo foi verificada em
relacdo a espécies. A analise do primer ITS1fGC/ITS4r (Figura 3b) mostrou
grande variedade de perfis nas amostras e nas estacdes do ano. Os perfis das
amostras oriundas das regides de Luminarias e Passos mostraram grande
diversidade de perfis na estacdo chuvosa ¢ Arcos 0s mesmos microrganismos
predominaram em ambos os periodos.Na analise da diversidade dos perfis com o
primer 968f/1401r (Figura 4a) foi possivel observar uma distingdo entre os
microrganismos presentes na estacdo chuvosa e na estagdo seca em todos os
locais amostrados. Com este primer foi observado uma pequena variagdo entre
os perfis.

Na analise da regido V3 pelo primer 338f/518r (Figura 4b) foi possivel
verificar maior diversidade de perfis para a comunidade bacteriana em
comparagdo ao outro primer, porém este primer ndo diferenciou as estagdes
chuvosa das secas verificada no primer 968f/1401r. Dentro da regido de Passos e
Luminarias as amostras variaram pouco entre as estagcdes seca e chuvosa,
demonstrando a presenca de algumas bandas diferentes. Na regido de Arcos ndo

foi encontrada diferenca entre os perfis na estacdo chuvosa e seca..

3.2 Analise da diversidade da comunidade do solo do Cerrado de Minas

Gerais

A diversidade descrita como o numero total e abundancia das
comunidades pode ndo ser determinavel nos solos devido as limitagdes na
defini¢do taxonOmica e nos métodos. Deste modo a composi¢do das
comunidades podem ser descritas através da diversidade dos microrganismos
presentes na comunidade avaliando a diferenga entre as comunidades
(ANDERSON; CAIRNEY, 2004; KIRK et al., 2004; SCHWARZENBACH;
ENKERLI; WIDMER, 2007).
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Comparagdes na comunidade microbiana foram realizadas por analise de
agrupamento do gel de DGGE (regides V6-V8 ¢ V3 para as bactérias, regides
ITS e 18S para fungos) de acordo com a correlagdo de Jaccard e dendogramas e
as respectivas similaridades foram construidos utilizando métodos UPGMA
(Figuras 5 e 6 ¢ Tabela 3). Pode-se observar que nos 4 dendogramas
apresentados ha formagao de 2 grupos distintos, sendo que na Figura 5a somente
as amostras pertencentes a Passos foram agrupadas juntas (amostras 1 e 18)
representando amostras da estacdo chuvosa e seca. As amostras 14 e 6 sdo da
estacdo chuvosa de diferentes regides (Arcos e Luminarias) com 100% de
similaridade, apesar das amostras 17 e 7 apresentarem perfis idénticos foi
possivel verificar que estas amostras sdo de diferentes estacdes e diferentes
locais (Passos e Lumindrias). Ja utilizando o primer 968f/1401r (Fig. 5b) foi
possivel verificar a distingdo de grupos entre as amostras coletadas na estagao
seca e chuvosa, quatro amostras (12, 13, 14 e 15) de Arcos da estacdo chuvosa
se agruparam com mais de 40% de similaridade. Na comunidade de fungos
utilizando o primer NS3fGC/YM951r (Figura 6a) foi possivel verificar dois
grupos, o primeiro formado com as amostras 1 e 12 da estagdo seca de Passos e
Luminarias, respectivamente. No segundo grupo as amostras 14, 28 e 26 se
agruparam com menos de 20% de similaridade, as amostras de Arcos (14 e 28)
de diferentes estagdes demonstraram perfis idénticos. Ja as amostras (9, 11, 20,
22, e 23) de diferentes locais e diferentes estacdes também apresentaram 100%
de similaridade e amostras (25, 27, 16 ¢ 30) da estacdo seca foram idénticas de
locais distintos. Utilizando-se o primer ITS1fGC/ITS4r (Figura 6b) foram
agrupadas todas as amostras, exceto a amostra 1 (amostra da estagdo chuvosa de
Passos). As amostras 18 e 21sdo da estagdo seca de diferentes locais, no entanto
apresentaram 100% de similaridade. Ja as amostras de Arcos (12, 27 e 26) se

agruparam também com 100% de similaridade, porém de diferentes estacdes,
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um grande grupo (amostras 10, 11, 16 e 22) demonstram ser idénticos,

entretanto sdo amostras de diferentes locais e estagdes (Tabela 3 e Figura 2b).
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Figura 5 Analise de Clusters das bactérias. @) A analise de cluster dos amplicons da regido V6-V8 do 16S rDNA
presentes na amostra de solo do Cerrado brasileiro b) A anélise de cluster dos amplicons da regido V3 do 16S
rDNA presentes em amostras de solo de Cerrado. Numeros: representam diferentes localidades: 1-4 regido de
Passos (estagdo chuvosa) e 16-20 (estacdo seca); 06-10 regido de Luminarias (estagdo chuvosa) e 21-25
(estagdo seca); 11-15 regido de Arcos (estacdo chuvosa) e 26 -30 (estagio seca)
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Figura 6 Analise de Clusters dos fungos. a) A analise de cluster dos amplicons regido 18S rDNA presentes em amostras
de solo de Cerrado b) A analise de clusters dos amplicons ITS rDNA presentes na amostra de solo do Cerrado
brasileiro. Numeros: representam diferentes localidades: 1-4 regido de Passos (estacdo chuvosa) e 16-20
(estacdo seca); 06-10 regido de Luminarias (estagdo chuvosa) e 21-25 (estacdo seca); 11-15 regido de Arcos
(estacdo chuvosa) e 26 -30 (estacdo seca)
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Tabela 3 Tabela sistematica para a analise das similaridades dos diferentes primers do dendograma composta por
amostras de solo do Cerrado de Minas Gerais

Primers Amostras Similaridades (%)
le8 Menor que 20

3381/518r 6,14,15,16;7,10,21;8,17,22;4,19; 11, 24, 28, 29; 13, 27 Maior que 60
6¢el4 100
7el7 100

9681/1401r 13e¢14;4e6;7¢10;22¢e30; 18, 25,26,28;24e¢27;19¢20;17 ¢23 Maior que 60
14¢28;9,20e23; 11 €22;25¢27;10,18,19,21 ¢ 24 100

NS3fGC/ lel2 50

YM951r 14,26 ¢ 28 20
3,6,15e29 35

ITS1fGC/ 9,17¢20; 18,21 e25;12,26¢27,10,11,16 e€22; 15¢30; 13 e28; 14¢ 29 Maior que 64

1TS4r 18e21;12,26¢e27;10,11, 16 e 22; 100

Os numeros se referem as diferentes localidades: 1-4 regido de Passos (estacao chuvosa) e 16-20 (estagdo seca); 06-10 regido de
Luminarias (estacdo chuvosa) e 21-25 (estacdo seca); 11-15 regido de Arcos (estagdo chuvosa) e 26 -30 (estagdo seca)

6S
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3.3 Propriedades fisico-quimicas das amostras de solo do Cerrado mineiro

Neste trabalho foi possivel observar pouca variagdo entre a microbiota
da estacdo seca e chuvosa do solo do Cerrado. Assim os pardmetros
pluviométricos do solo ndo apresentaram influéncia significativa na diversidade.
Alguns microrganismos se caracterizaram por determinadas regides amostradas
demonstrando serem capazes de viver sob concentragdes elevadas de K, Al,
matéria organica, P e pH.

Observou-se que poucas caracteristicas fisico-quimicas (K, AL e matéria
organica) apresentaram diferencas estatisticas (p < 0,05) entre as amotras
analisadas (Tabela 4 e 5). Deste modo para caracterizar o solo de cada regiao
amostrada foi realizado a analise multivariada (Grafico 1). Cada eixo do grafico
apresenta o percentual de variagdo total entre os valores quimicos sobre
diferentes solos do Cerrado mineiro das estacdes chuvosa e seca, ¢ variagao
entre os microrganismos encontrados e os os locais amostrados da regido de
Passos, Luminarias e Arcos em diferentes estacdes do ano. Na analise dos
componentes principais, os valores quimicos e os diferentes locais amostrados
na estagdo seca ¢ chuvosa do solo do Cerrado mineiro foi possivel observar que
os componentes principais 1 e 2 explicaram juntos 79.08 % de variacdo
(Grafico la). A andlise de componentes principais (PCA) mostrou que as
amostras de Arcos da estagdo chuvosa foi caracterizada pelos teores de P
(Fosforo), Ca (Calcio) e matéria organica. Ja as amostras de Arcos na estagdo
seca se caracterizou pelos teores de Al (Aluminio) e K (Potéssio). As amostras
de Passos da estagdo seca se caracterizou pelos teores de Mg (magnésio), ¢ da
estacdo chuvosa pelo pH. As amostras de Lumindarias tanto da esta¢do chuvosa
quanto da seca ndo apresentaram diferengas significativas entre os fatores fisico-
quimicos. Na analise dos componentes principais, dos diferentes locais

amostrados na estacdo seca e chuvosa do solo do Cerrado mineiro e o0s
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microrganismos presentes em cada local foi possivel observar que os
componentes principais 1 e 2 explicaram juntos 77.61% de variagdo (Grafico
l1a). As leveduras Zygosaccharomyces sp., Candida sp., Lachancea meyersii e as
bactérias Bacillus subtilis, Enterobacter cowanii, Klebsiella pneumoniae foram
encontradas em todos os locais amostrados, demonstrando que esta populacao ¢é
dominante nos solos do Cerrado mineiro. O fungo Cladosporium sp. caracteriza
as estagdes chuvosa e seca de Arcos demostrando ser predominante nesta regido
Esta regido foi caracterizada pelos fatores quimicos do solo como Al, K, Ca, P e
matéria organica, demostrando que este microrganismo predomina em solos com
estas caracteristicas. Em solos do Cerrado o elemento de maior concentracio ¢ o
Al que pode provocar efeitos toxicos aos microrganismos, porém, estes mesmos
podem excretar acidos orgénicos para reduzir essa toxicidade (GILLER;
WITTER; MCGRATH, 1998). Os elementos Ca, K ¢ P atuam diretamente na
solubilizagdo do fosfato (SILVA; VIDOR, 2001). Cladosporium oxysporum,
Pantoea agglomerans e Bacillus macerans caracterizaram as amostras da regido
de Passos na estagdo chuvosa, demonstrando que estes microrganismos sao
influenciados pelo pH, ou seja, preferem ambientes acidos. As regides de
Luminarias (seca e chuvosa) e Passos (seca) demostraram ser caracterizadas
pelas bactérias Escherichia coli e Enterobacter sp. A bactéria acido latica
Leuconostoc mesenteroides caracteriza as regido de Arcos durante a estagdo
chuvosa, esta bactéria demostrou preferéncia pelo solo com maiores

concentragdes de Ca, Mg e P.



Tabela 4 Caracteristicas quimicas e fisicas das amostras de solo de trés diferentes regides do Cerrado de Minas Gerais na
estacdo chuvosa

p K Mg Al H+AI Materia - op Textura

Amostra pH organica

mg/dm’ dag/Kg

Ponto1l 5.3+0.1a 1.5+0.1a 25+1a 0.1£0.0a  0.6+£0.1a 3.6+0.1a 1.4+0.1a 0.3+0.1a Arenoso
Ponto2 54+0.1a 1.5+0.1a 56+2a 0.1£0.0a 0.6+0.1a 4.5+0.1a 2.0+0.1a 0.440.1a Médio
PA Ponto3 5.5+0.1a 1.2+0.la 33+]a 0.2+0.0a 0.4+0.1a 2.6+0.1a 1.1+£0.1a 0.3+0.1a Médio
Ponto4 5.5+0.1a 1.0+0.l1a 70£1b 0.1£0.0a  0.5+0.1a 3.6+0.1a 1.5+0.1a 0.540.1a Médio
Ponto5 54+0.1a 0.7+0.1a 9+1b 0.1£0.0a 0.1£0.1a 1.7£0.1a 0.4+0.1b 0.240.1a Médio

Ponto 6 54+0.1a 1.2+0.1a 28+la 0.2+0.0a  0.5+0.1a 7.9+0.1a 3.4+40.1a 0.3+0.1a Argiloso
Ponto 7 5.0+0.1a 1.5+0.1a 20+1a 0.1£0.0a  0.5£0.1a 7.9+0.1a 2.6+0.1a 0.3+0.1a Argiloso
LU Ponto 8  5.1+0.1a 1.2+0.1a 11+1b 0.2+0.0a  0.3+0.1a 2.6+0.1a 1.1£0.1a 0.2+0.1a Arenoso
Ponto9  5.2+0.1a 2.0+0.1a 20+1a 0.1+£0.0a  0.9+0.2a 7.0+0.1a 2.4+0.1a  0.3£0.1a Médio
Ponto 10 5.1+0.1a 1.5+0.1a 34+1a 0.1£0.0a  0.8+0.1a 8.8+0.3b 2.7+0.1a 0.3+0.1a Argiloso

Ponto 11 5.0+0.1a 1.2+0.1a 48+la 0.1+0.0a  0.6+0.1a 4.0+0.1a 1.6+0.1a 0.7+0.1a Argiloso
Ponto 12 4.6+0.1a 0.7+0.1a 39+la 0.1£0.0a  1.0£0.1a 6.3+0.1a 2.0+0.1a 0.3+0.1a Argiloso
AC  ponto 13 4.1+0.1a 1.8+0.1a  27+la  03+0.0a 2.1+0.1b 153%1b 34+0.1a  03%0.la  Argiloso
Ponto 14 4.1+0.1a 1.8+0.1a 33+la 0.1£0.0a  2.4+0.1b 17.1£2b 4.0£0.1a 0.3+0.1a Argiloso
Ponto 15 5.0+0.1a 1.840.l1a  694+2b 0.1+0.0a  1.84+0.1b 12.3+1b 2.7+#0.1a  0.4+0.1a Argiloso

Os dados sdo valores duplicados médios =+ desvio padro. Letras diferentes indicam diferencas significativas (P <0,05). PA - Passos;
LU - Luminarias, AC - Arcos. K - Potassio; P - Fésforo; Al - Aluminio, Ca - Calcio, Mg - Magnésio, H + Al - acidez potencial; SB -
(cations trocaveis) a soma de Ca, Mg, Nae K

79



Tabela 5 Caracteristicas quimicas e fisicas das amostras de solo de trés diferentes regides do Cerrado de Minas Gerais na
estagcdo seca

P K Mg Al H+A Matéria SB Textura
Amostra pH organica
mg/dm’ dag/Kg
4.7+0.1a 1.7+0.1a  113.8+#1b  0.1+0.0a  0.2+0.1a  13.7+0.1b 3.9+0.1a 0.5+0.1a Arenoso
5.1#0.1a 1.740.1a  88.9+1b  0.1+0.0a  0.4+0.1a  5.6+0.la 2.440.1a 0.7+0.1a Meédio
PA 5.1#0.1a 1.4+0.1a 137.28 £1b 0.1£0.0a  0.4+0.1a 4.540.1a 2.2+0.1a 0.8+0.1a Médio
5.1£0.1a 1.7£0.1a  117£lb  0.1£0.0a  0.5+0.1a 5.0£0.1a 1.9+0.1a 0.9£0.1a Médio
5240.1a 1.4+0.1a  54+£1b 0.1+#0.0a  0.2+0.1a  4.5+0.1a 1.7 +0.1a 0.4 +0.1a Meédio
5.1+#0.1a 2.5+0.1a  37.4+la 0.1£0.0a  0.6+0.1a 6.3£0.1a 2.2+0.1a 0.1£0.1a Argiloso
5.1£0.1a 0.9+0.1a  37.4+la  0.1+0.0a  1.5+0.1b 7.0+0.1a 2.8+0.1a 0.2+0.1a Argiloso
LU 5.240.1a 0.9£0.1a 39+la 0.1£0.0a  0.7+0.1a 7.840.1a 2.8+0.1a 0.2+0.1a Arenoso
5+0.1a 1.2+0.1a  46=*la 0.1+0.0a  1.5¢0.1b  10.9+0.1b 3.0+0.1a 0.3%0.1a Meédio
5+40.1a 1.2+0.la  67+lb 0.1+40.0a  1.4+0.1b  9.8840.1b 3.1+£0.1a 0.3+0.1a Argiloso
47+0.1a 2+0.1a  149.7+1b 0.1£0.0a 0,4 +0.1a 8.7+0.1a 2.4+0.1a 1.3+0.1a Argiloso
4.8+0.1a 1.4+0.1a 483%xla  0.6+0.0a 0+0.1a 7.0+0.1a 1.8 +0.1a 0.2+0.1a Argiloso
AC 43+0.1a 1.4+0.1a 54.6+la  0.1£0.0a 0.1 +0.1a 15.3+1b 2.8 +0.1a 0.3+0.1a Argiloso
42+0.1a 1.7+0.1a 39+la 0.1£0.0a 0+0.1a 17.1+1b 3.0+0.1a 0.2 +0.1a Argiloso
4.8+0.1a 1.240.1a  84.24#2b  0.1+0.0a  0.1+0.la 10.9+1b 1.9+0.1a 0.4+0.1a Argiloso

Os dados sao valores duplicados médios =+ desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferengas significativas (P <0,05). PA - Passos;
LU - Luminarias, AC - Arcos. K - Potassio; P - Fosforo; Al - Aluminio, Ca - Célcio, Mg - Magnésio, H + Al - acidez potencial; SB -
(cations trocaveis) a soma de Ca, Mg, Nae K
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Grafico 1 Analise dos componentes principais (PCA). a) Componentes principais das caracteristicas quimicas do solo do
Cerrado de Minas Gerais. b) Componentes principais da microbiota dos solos amostrados das regides de
Passos, Arcos e Luminarias. Abreviaturas: K-Potassio; P-Fosforo; Al -Aluminio, Ca-Calcio, Mg- Magnésio;
PAC- Passos (estagdo chuvosa); PAS-Passos (estagdo seca); ARC-Arcos (estacdo chuvosa) ; ARS-Arcos
(estacdo seca); LUMC-Luminarias (estacdo chuvosa); LUMS-Lumindrias (estagdo seca); Zygo-
Zygosaccharomyces sp.; Can-Candida sp.; Lac-Lachancea meyersii , Cla-Cladosporium sp.; Cla oxy-
Cladosporium oxysporum; Bac mac-Bacillus macerans; Kle-Klebsiella pneumoniae; Ent cow - Enterobacter

cowanii; Bac sub - Bacillus subtilis; Pant - Pantoea agglomerans; Esch - Escherichia coli; Ent - Enterobacter
sp.; Leuc - Leuconostoc mesenteroides
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4 CONCLUSOES

A partir da metodologia utilizada neste trabalho pode-se concluir que:

a)

b)

2

o uso da técnica PCR-DGGE foi capaz de detectar a microbiota do
solo dominante e ndo identificados por técnicas convencionais,
como as bactérias do acido laticas;

as bactérias foram representadas pelas espécies Bacillus macerans,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cowanii, Bacillus subtilis,
Pantoea agglomerans, Escherichia coli, Enterobacter sp.,
Leuconostoc mesenteroides;

a comunidade fingica foi representada por Zygosaccharomyces sp.,
Candida sp., Lachancea meyersii, Cladosporium sp.;

a utilizacdo de diferentes primers possibilitou identificar espécies
diferentes em uma mesma amostra, detectando maior diversidade;

a populagdo microbiana foi semelhante quando comparada com os
solos das trés areas analisadas das estagdes seca e chuvosa;

os parametros fisico-quimicos ndo foram influentes na microbiota
demostrando que os microrganismos Zygosaccharomyces sp.,
Candida sp., Lachancea meyersii. Bacillus subtilis, Enterobacter
cowanii e Klebsiella pneumoniae foram dominante nos solos do
Cerrado mineiro;

este foi o primeiro estudo para caracterizar a comunidade
microbiana presente nos solos do Cerrado do estado de Minas
Gerais, sugerindo novos estudos para o conhecimento mais amplo

sobre a diversidade da comunidade microbiana.
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