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RESUMO

Genes funcionais do ciclo biogeoquimico do metano em areas de floresta e
pastagem na Amazonia

A Bacia Amazonica é recoberta pela maior floresta tropical existente, na qual
aproximadamente 15% de sua cobertura original foi substituida por areas destinadas a
suprir a crescente demanda por alimentos, em um processo que altera as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas originais do solo. A diversidade do solo é constituida,
principalmente, por microrganismos dos dominios Archaea e Bacteria, necessarios ao
funcionamento dos ecossistemas terrestres pelo seu papel na ciclagem de nutrientes e
nos ciclos biogeoquimicos. Contudo, o uso antropico do solo tem o potencial de alterar
a estrutura e funcionamento da microbiota e, consequentemente, esses processos. Dentre
eles, o fluxo de gas metano (CH,), 0 segundo gas mais importante do efeito estufa, do
solo para a atmosfera apresenta grande importancia por estar diretamente relacionado
aos atributos da comunidade microbiana do solo. Seu fluxo é regulado por
microrganismos metanogénicos, arqueias produtoras de metano; e metanotroficos,
bactérias consumidoras desse gas, que diferenciam-se de acordo com suas
caracteristicas ecoldgicas e bioquimicas Unicas. Nesse contexto, a técnica de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR), que permite o calculo da quantidade inicial de
genes de interesse em amostras ambientais, pode ser utilizada para detectar, quantificar
e monitorar temporalmente as comunidades de organismos metanogénicos, pela analise
do gene mcrA, e metanotréficos, pelo genes pmoA e mmoX. Assim, o0 objetivo do
projeto de pesquisa é determinar o efeito do uso do solo sobre a abundancia de
comunidades de Archaea e Bacteria, com énfase em genes funcionais associados ao
ciclo do metano, em &reas de floresta, floresta secundaria e pastagem no estado do Par4,
na Amazonia Oriental.

Palavras-chave: Ciclo biogeoquimico do metano. Ecologia microbiana. Mudanga de
uso do solo. PCR guantitativo em tempo real.
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ABSTRACT

Functional genes of the biogeochemical cycle of methane in areas of forest
and pasture in the Amazon

The Amazon Basin is covered by the largest existing rainforest, in which
approximately 15% of its original cover was replaced by areas for supply the growing
demand for food, in a process that changes the physical, chemical and biological soil
characteristics. The soil diversity is mainly composed of microorganisms of domains
Archaea and Bacteria, required for the functioning of terrestrial ecosystems for their
role in nutrient cycling and biogeochemical cycles. However, the anthropic use of soil
have the potential to alter the microbiota structure and function and, consequently, these
processes. Among them, the flow of methane (CH,), the second most important
greenhouse gas, from the soil to the atmosphere presents high importance because it is
directly related to the attributes of soil microbial community. Its flow is mainly
controlled by methanogens, methane-producing archaea; and methanotrophic, bacteria
that consume the same gas, which differ according to their unique ecological and
biochemical characteristics. In this context, the quantitative real-time PCR (gPCR),
which allows the calculation of the initial quantity of genes of interest in environmental
samples, can be used to detect, quantify and temporally monitor the communities of
methanogenic organisms, through the analysis of mcrA gene, and methanotrophic,
through the analysis of pmoA and mmoX genes. The objective of the research project is
to determine the land-use effect on the abundance of Archaea and Bacteria
communities, with emphasis on functional genes related to biogeochemical cycling of
methane in forest, secondary forest and pasture areas in the state of Para, in the eastern
Amazon.

Keywords: Biogeochemical cycle of methane. Microbial ecology. Change of land use.
Quantitative real time PCR;



12



13

SUMARIO
L. INTRODUGAD. ..ottt sttt en ettt an s 16
2. REVISAO U8 TITEIALUIA. ... .eiveeeiiiiie et 18
2.1 Bioma Amazonia e processos de mudanga do USO da terra..........cccoeeereivnennennen, 18
2.2 S0l0 € MICrobiota ASSOCIAUA. ... ..eevveveerieiiitiiie sttt 19
2.3 Microrganismos metanogénicos € metanotrafiCos..........ccovvevveveviiere s s, 20
2.4 PCR quantitativo em tempo real (QPCR).......ccvoiiiiiiiiiiiiieeeeee e 22
3L ODJBEIVOS. .ttt 23
3.1 ODJELIVOS JEIAIS. .. eeveeveereeitiesieeie st et et este e et e e et e s e e sra e teeseeste e besseesreeneeneesreenses 23
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS. ....uviviiiiieeci e sae e 23
4, Material € MELOUOS. ... ccvieereeeiesese sttt e sresre e eneeneeneens 24
4.1 Coleta e processamento das amostras de SOI0..........ccoceveiiiiniiiiiieiee s 24
4.2 Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas das amostras de solo................... 25
4.3 Extracdo do DNA total das amostras de S0l0.........ccccvevveveevicic i 25
4.4 Quantificacdo do DNA gendmico exXtraido...........ccocevveerereieneneienese e 26
4.5. PCR quantitativo em tempo real doS gENES..........cccvririririnieieie s 27

4.5.1 Construcdo de curvas padronizadas para a técnica de PCR quantitativo em tempo

FRAL ..ttt et bbbt e R et be b b ne e 27
4.5.1.1 Construcdo de curvas padronizadas para o gene 16S rRNA de Bacteria.......... 27
4.5.1.2 Construcdo de curvas padronizadas para gene 16S rRNA de Archaea............. 28
4.5.1.3 Construcdo de curvas padronizadas para 0 gene MCrA..........ccocvevveieevvereeennenn, 28
4.5.1.4 Construcdo de curvas padronizadas para 0 gene pmoA.........c.cccveveevveeivesreennn, 29
4.5.1.5 Construgdo de curvas padronizadas para 0 gene mmoX..........covverreererereninns 30
4.5.2 PCR quantitativo em tempo real dos genes estudados............cccevvrieervereeneennnn. 31
4.5.2.1 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Bacteria..................... 31
4.5.2.2 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Archaea..................... 31
4.5.2.3 PCR quantitativo em tempo real do gene mcrA.........ccccoeveieevecveceesee e 32
4.5.2.4 PCR quantitativo em tempo real do gene PmoA..........ocoreririeienene s 32
4.5.2.5 PCR quantitativo em tempo real do gene mmoX..........ccoevererinieeienenesenienns 33
4.6 ANALISES ESTALISTICAS. . e.veviivestieiietieie ettt e sre e 33
4.6.1 Andlises estatisticas dos dados fisico-QUIMICOS...........ccccvveveiiciicie e, 33

4.6.2 Processamento dos dados de PCR quantitativo em tempo real e andlises
Lo LS (o RSSO 34



14

5. ReSUITA00S € TISCUSSAD. ......eeveieiieerieiieiesie sttt sttt bbbt sbe bbb nre s 34
5.1 Coleta e processamento das amostras de SOl0.........ccccevvererienenienie e 34
5.2 Caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas das amostras de solo.................. 34
5.3 Extracdo do DNA total das amostras de SOl0..........cccevvevieiieseeie e 36
5.4 Quantificacdo do DNA gendmico exXtraido...........ccecvevieiieerierieiieseeie e ese e 37
5.5 PCR quantitativo em tempo real doS gENES...........coeriirererininieieiee e 39
5.5.1 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Bacteria..........c...c......... 39
5.5.2 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Archaea........................ 39
5.5.3 PCR quantitativo em tempo real do gene MCFA.........cccooveieiieeresie e 39
5.5.4 PCR quantitativo em tempo real do gene pmoA.........ccooviirieieiene e 40
5.5.5 PCR quantitativo em tempo real do gene mmoX.........ccooeverenenenienienenesienienns 40
5.6 ANAIISES ESTALISTICAS. ...veviveiiieieeiieie et 40
5.6.1 Andlises estatisticas dos dados fiSiCO-QUIMICOS..........cccevvereiieciere e 40

5.6.2 Processamento dos dados de PCR quantitativo em tempo real e analises

BSEALISTICAS. .. vttt ettt aenre e e enes 41
5.6.2.1 QuantificacGes dos genes Por QPCR.........coeiieieeie e 42

5.6.3 Coeficiente de COMEIACAD. .........ccviiiiieie et 45
5.6.3. 1 NIITOGENIO. ...ttt e bbbt 47
5.8.3.2 PH et ee 48
5.6.3.3 Densidade d0 SOI0.......cc.eiiiiiiiiiicesieee e 49

5.6.4 ADUNAANCIA A0S GENES......cviiiieiiecieciee sttt ste et ae e e e sreenne e 50
5.6.4.1 Abundancia de bactérias € arqUEIas. .........ccecurerueererieeeenieieese e 50

5.6.4.2 Abundéancia de microrganismos metanotr6ficos e metanogénicos.................... 50
5.6.5. DISCUSSED. ... veveteitiesieieie sttt ettt st st ettt b e s et e e neesbesbesbeebeaneaneanens 51
6. CoNSIAErages fINAIS.........c.ciieie et 55

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....oeeeoeeeeeeeeee oo e eer e, 57



15



16

1. INTRODUCAO

A Bacia Amazonica € recoberta pela maior floresta tropical existente, na qual
aproximadamente 15% de sua cobertura original foi substituida por areas destinadas a
agropecuaria (NEPSTAD et al., 1999; SOARES-FILHO et al., 2006). Os processos de
mudanca de uso do solo originam-se da necessidade de suprir a crescente demanda
mundial por alimentos (NEPSTAD et al., 1999; SOARES-FILHO et al., 2006).
Contudo, estes processos alteram as propriedades fisico-quimicas originais do solo e,
consequentemente, a sua diversidade (WANG et al., 2012), constituida principalmente
por microrganismos dos dominios Archaea e Bacteria (TORSVIK; GOKS@YR;
DAAE, 1990). Ambos os grupos respondem rapidamente a esses processos, de forma a
compor uma importante ferramenta para a analise da qualidade desses ambientes e
propiciar parametros comparativos entre os mesmos (GARCIA-ORENES et al., 2013;
JOHNSON; LEE; SCOW, 2003).

A microbiota do solo, além de ser substancialmente grande e diversa, é
intrinsicamente necessaria aos demais ecossistemas terrestres, pois esta intimamente
associada a ciclagem de nutrientes e aos ciclos biogeoquimicos (JOHNSON; LEE;
SCOW, 2003; KENNEDY; PAPENDICK, 1995). Contudo, o0 uso antrépico do solo tem
0 potencial de alterar o fluxo de gases do solo pelo seu efeito na estrutura e
funcionamento da microbiota (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013). Desse
modo, é de grande importancia o estudo dos seus efeitos sobre 0s grupos microbianos
que atuam dentro dos ciclos biogeoguimicos, no qual se destaca o ciclo do metano
(CH,), o segundo mais importante gas do efeito estufa, com potencial de aquecimento
25 vezes maior do que o gas carbonico (CO;) (LELIEVELD et al., 1998).

O intercambio de metano do solo com a atmosfera e, consequentemente, a sua
guantidade na mesma, é regulado por dois grupos de microrganismos: metanogénicos,
microrganismos produtores de metano pertencentes ao dominio Archaea; e
metanotréficos, microrganismos consumidores desse mesmo gas pertencentes ao
dominio Bacteria (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013; GARCIA; PATEL;
OLLIVIER, 2000; HANSON; HANSON, 1996). Dados indicam que, de todo o gas
liberado para a atmosfera, cerca de 80% tem origem em processos bioldgicos
(ALVALA; KIRCHHOFF; PAVAO, 1999). O seu estudo é também de grande
importancia, pois a habilidade de ambos esses grupos em produzir ou consumir metano
é considerada filogeneticamente conservada (MARTINY; TRESEDER; PUSCH, 2013),
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e, assim, o estudo do seu ciclo é considerado mais relacionado com as caracteristicas da
comunidade microbiana como um todo do que qualquer outro processo biogeoquimico
(SCHIMEL,; GULLEDGE, 1998).

A ocorréncia e abundancia de grupos microbianos de interesse presentes no solo
podem ser analisadas com o uso da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR).
Diferentemente da PCR tradicional, em que os produtos gerados podem apenas ser
quantificados ap6s o seu término (GINZINGER, 2002; HIGUCHI et al., 1993), a
técnica de gPCR, metodologia derivada da PCR tradicional, utiliza corantes
intercalantes, primers ou sondas fluorescentes que hibridizam com a sequéncia de
interesse (GASPARIC et al., 2010), de forma a permitir a amplificacio e a quantificacio
dos produtos formados ao final de cada ciclo pela fluorescéncia emitida (GINZINGER,
2002). Nesse sentido, a técnica de qPCR permite o célculo da quantidade inicial de
genes de interesse em amostras ambientais de maneira rapida e precisa (GACHON;
MINGAM; CHARRIER, 2004; GINZINGER, 2002; NOVAIS; PIRES-ALVES; 2004)
e, assim, possibilita monitorar temporalmente grupos taxondmicos e/ou funcionais de
interesse (SMITH; OSBORN, 2009).

Os microrganismos dos dominios Archaea e Bacteria séo comumente detectados
e quantificados pelo gene 16S rRNA, segmento de DNA altamente conservado
encontrado em todos os seus representantes (KIRK et al., 2004). Especificamente, 0s
organismos metanogénicos podem ser detectados e quantificados pelo gene mcrA
(RILEY et al., 2002); e os metanotroficos, pelos genes pmoA e mmoX (MCDONALD
et al., 2008; MIGUEZ et al., 1997; LUESKEN et al., 2011). O uso da técnica de gPCR
pode permitir a analise da abundancia desses genes no solo e, consequentemente,
possibilitar inferéncias a respeito do seu fluxo do gas metano. Nesse contexto, o
presente trabalho tem como objetivo determinar o efeito do uso do solo sobre a
abundéncia de comunidades de Archaea e Bacteria, com énfase em genes funcionais
associados ao ciclo biogeoquimico do metano em areas de floresta priméria, floresta

secundaria e pastagem no estado do Para, na Amazodnia Oriental.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioma Amazonia e processos de mudanca do uso da terra

O bioma Amazonia é caracterizado pelo conjunto de ecossistemas florestais da
Bacia Amazonica. Tal bioma possui, aproximadamente, 6.9 milhdes de quilémetros
quadrados distribuidos por nove paises, sendo eles: Bolivia, Brasil, Coldmbia, Equador,
Guiana, Guiana Francesa, Peru, Suriname e Venezuela. O Brasil, neste contexto, possui
cerca 5 milhdes de quilémetros quadrados, constituindo a chamada Amazonia Legal ou
Amazonia brasileira (RAISG, 2009).

As Florestas Tropicais, assim como a Floresta Amaz6nica, compreendem cerca
de 7% da superficie terrestre do planeta e abrigam uma grande diversidade de espécies
de plantas e animais (DIRZO; RAVEN, 2003). A Floresta Amazonica, nesse sentido, é
considerada a maior floresta tropical do mundo, compreendendo, aproximadamente,
25% das espécies de plantas e animais terrestres conhecidas (VERCHOT, 2010;
RODRIGUES et al., 2013). No entanto, estima-se que, aproximadamente, 15% de sua
cobertura vegetal ja tenha sido substituida por areas destinadas a agropecuéria
(NEPSTAD et al., 1999; SOARES-FILHO et al., 2006).

Os processos de mudanca de uso do solo originam-se da necessidade de suprir a
crescente demanda mundial por alimentos (NEPSTAD et al., 1999; SOARES-FILHO et
al., 2006). Na regido amaz6nica, o desmatamento associado as mudangas do uso da terra
e a manejos pode ser dividido em categorias de causas diretas ou proximas e causas
subjacentes. Como demonstrado nos trabalhos de GEIST e LAMBIN (2001 e 2002),
citado por RIVERO (2009), as categorias diretas de desmatamento, sustentadas por
processos e demandas econdmicas, incluem a expansdo de pastagens e de areas
agricultaveis, estando ligadas as atividades de pecuaria e a implementacdo de
agricultura em larga escala e de corte e queima, respectivamente; além de extracdo da
madeira e a expansao da infraestrutura. J& as causas subjacentes estdo relacionadas a
fatores associados a urbanizacdo e ao aumento populacional. Todos esses fatores, que
levam ao desmatamento e as mudangas do uso do solo, tém enorme influéncia nos
ciclos biogeoquimicos dos solos tropicais (RIVERO et al., 2009).

A éarea de estudo deste trabalho foi a Floresta Nacional do Tapajds, localizada no
estado do Para, na Amazonia Oriental, sendo o Pard um dos estados com as maiores

taxas de desmatamento da Amazénia brasileira (INPE, 2017). Assim, destaca-se a
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importancia dos estudos sobre as influéncias das mudangas antropicas de uso do solo
sobre as comunidades microbianas presentes nestes solos, com énfase em solos

amazonicos.

2.2 Solo e microbiota associada

Os solos representam um recurso natural muito complexo, demonstrando um
namero quase infinito de combinagdes entre as suas caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas (FAO, 2018). Segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos
(EMBRAPA, 2006), o solo é formado por um conjunto de corpos naturais, constituidos
por partes solidas, liquidas e gasosas, sendo tridimensionais, dindmicos e constituidos
por materiais minerais e organicos que ocupam a maior parte do manto superficial das
extensdes continentais do nosso planeta, além de conter matéria viva e estar sujeito a
processos de alteracBes antropicas.

Considerando este ambiente complexo, 0s solos podem ser considerados um dos
ecossistemas mais diversos e importantes existentes no planeta (ROGER-ESTRADE et
al., 2010). Tal diversidade esta relacionada, principalmente, aos microrganismos
presentes nestes solos, os quais representam a maior fonte de diversidade bioldgica
nestes ambientes. (TORSVIK; GOKS@YR; DAAE, 1990).

A microbiota do solo, constituida principalmente por microrganismos dos
dominios Archaea e Bacteria (TORSVIK; GOKS@YR; DAAE, 1990), desempenham
processos fundamentais aos demais ecossistemas terrestres, na medida em que estdo
associados a ciclagem e a disponibilidade de nutrientes, estruturacdo do solo e também
aos ciclos biogeoquimicos (JOHNSON; LEE; SCOW, 2003; KENNEDY;
PAPENDICK, 1995).

A partir da literatura, sabe-se que a microbiota pode ser influenciada pelas
condicdes e propriedades do solo, como pH, temperatura, umidade, aeracéo,
compactacdo e disponibilidade de nutrientes. Contudo, as mudangas de uso do solo
podem provocar severas alteragdes em suas propriedades fisico-quimicas originais e,
desta forma, afetar tanto a estrutura das comunidades microbianas quanto 0s processos
por elas realizados (LAUBER et al., 2008), além de provocar a diminuic¢do da qualidade
e da fertilidade dos solos (FOLEY et al., 2005) e influenciar as emissfes de gases do
efeito estufa (GEE).
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Neste sentido, ambos 0s grupos microbianos mais diversos do solo, Archaea e
Bacteria, respondem rapidamente a esses processos de alteracdo do uso do solo
(GARBEVA; VAN VEEN; VAN ELSAS, 2004), de forma a compor uma importante
ferramenta para a analise da qualidade desses ambientes e propiciar parametros
comparativos entre os mesmos (GARCIA-ORENES et al., 2013; JOHNSON; LEE;
SCOW, 2003).

2.3 Microrganismos metanogénicos e metanotroficos

Tendo em vista que 0s microrganismos do solo desempenham papéis
importantissimos para a manutencdo dos demais ecossistemas terrestres, por suas
atuacOes diretas na ciclagem de nutrientes, nos ciclos biogeogquimicos e nas demais
atividades anteriormente citadas, estudos tém demonstrado que as comunidades
microbianas afetadas pelo processo de mudanca do uso da terra (GARCIA-ORENES et
al., 2013; JOHNSON; LEE; SCOW, 2003) tém sua estrutura e o seu funcionamento
alterados, bem como os processos por elas mediados. Como exemplo, as alteracdes nas
emissdes e consumos dos gases do efeito estufa (GEE) mediados por grupos de
microrganismos do solo (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013).

Assim, é de grande importancia o estudo dos efeitos das mudancas do uso do
solo sobre 0s grupos microbianos que atuam dentro dos ciclos biogeoquimicos. Neste
contexto, destaca-se o ciclo biogeoquimico do metano (CH,), 0 segundo gas mais
importante do efeito estufa, com potencial de aquecimento 25 vezes maior do que o do
gas carbonico (CO;) (LELIEVELD et al., 1998), somado as suas emissdes
representarem mais de 70% do total de GEE emitidos mundialmente. Dessa forma, o
gads metano mostra-se como um importante contribuinte ao efeito estufa e ao
aquecimento global (IPCC, 2007).

O intercambio de metano do solo com a atmosfera e, consequentemente, a sua
quantidade na mesma, é regulado por dois grupos de microrganismos: metanogénicos,
microrganismos produtores de metano, pertencentes ao dominio Archaea; e
metanotroficos, microrganismos consumidores desse mesmo gas, pertencentes ao
dominio Bacteria (ARONSON; ALLISON; HELLIKER, 2013; GARCIA; PATEL;
OLLIVIER, 2000; HANSON; HANSON, 1996). Dados indicam que, de todo o gas
liberado para a atmosfera, cerca de 80% tem origem em processos biologicos
(ALVALA; KIRCHHOFF; PAVAO, 1999). O seu estudo é também de grande
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importancia, pois a habilidade de ambos esses grupos em produzir ou consumir metano
é considerada filogeneticamente conservada (MARTINY; TRESEDER; PUSCH, 2013),
e, assim, o estudo do seu ciclo é considerado mais relacionado com as caracteristicas da
comunidade microbiana como um todo do que qualquer outro processo biogeoquimico
(SCHIMEL; GULLEDGE, 1998).

As arqueias metanogénicas sdo capazes de produzir metano a partir de seu
metabolismo em condi¢Bes anaerdbicas, sendo encontradas em diversos ambientes e
estando associadas a decomposicdo da matéria organica e/ou de atividades geoquimicas
(ZINDER, 1993), podendo ser classificadas de acordo com o substrato e vias requeridas
para a producdo do metano (GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000; HANSON;
HANSON, 1996). Por outro lado, as bactérias metanotréficas, sdo reconhecidas pela
habilidade de utilizar unicamente o metano como fonte de carbono para o seu
metabolismo energético (WISE et al., 1999). A habilidade desse grupo em metabolizar
0 metano ocorre devido a presenca das enzimas metano monoxigenases (MMO),
enzimas responsaveis pela oxidacdo do metano, sendo reconhecidas na forma soltvel e
particulada. As bactérias metanotroficas sdo denominadas do tipo Il quando detentoras
das enzimas metano monoxigenase sollvel (sSMMO), sendo detectadas pelo gene
marcador molecular mmoX (AUMAN; LIDSTROM, 2002); ou denominados do tipo I,
quando detentoras da metano monoxigenase particulada (pMMO), que oxida metano em
metanol, sendo detectadas pelo gene marcador molecular pmoA (TUOMIVIRTA et al.,
2009).

Atualmente, os microrganismos dos dominios Archaea e Bacteria sdo
comumente detectados e quantificados pelo gene 16S rRNA, segmento de DNA
altamente conservado encontrado em todos os seus representantes (KIRK et al., 2004).
O gene mcrA tem sido utilizado como marcador para detectar e quantificar os
microrganismos metanogénicos (RILEY et al. 2002), uma vez que codifica uma
subunidade alfa da coenzima metil-coenzima M redutase, uma coenzima essencial na
metanogénese e exclusiva de arqueias metanogénicas (ARONSON et al., 2013).
Enquanto isso, 0s genes pmoA e mmoX tém sido utilizados para detectar os
microrganismos metanotroficos, que apresentam a enzima metano monoxigenase
(MMO) em forma particulada (pMMO) ou soluvel (sMMO), respectivamente
(MCDONALD et al., 2008; MIGUEZ et al., 1997; LUESKEN et al., 2011).

A avaliacdo do impacto dos diferentes usos da terra e manejos pode determinar

quais as alteracdes que podem ocorrer na microbiota do solo, principalmente nos grupos
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responsaveis biologicamente pelos processos de interesse, como a producdo e consumo
de GEE. Em adicéo, as funcdes exercidas pelas comunidades no solo e o conhecimento
das suas interagdes com outros componentes da biodiversidade, como tipos de solos
tropicais e mudancas de uso da terra, sdo importantes para o entendimento da dinamica
da ciclagem do metano em solos amazo6nicos. Assim, estudos sobre os efeitos das
mudangas do uso da terra sobre as comunidades microbianas mostram-se muito
importantes, na medida em que podem revelar formas de diminuir seus impactos ou até

mesmo mitiga-los.
2.4 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A técnica de PCR permite a geracdo exponencial de sequéncias de DNA a partir
de sequéncias molde presentes em uma amostra. No entanto, a técnica de PCR
convencional pode gerar produtos de interesse de forma variavel entre as reacoes,
demonstrando-se como uma metodologia insegura para estudos que envolvam o
estabelecimento das quantidades iniciais das amostras, na medida em que, pela técnica
de PCR convencional, os produtos de interesse sdo gerados apés o término das reacoes,
onde s0 assim poderao ser quantificados (GINZINGER, 2002).

Diferentemente da PCR tradicional, em que os produtos gerados podem apenas
ser quantificados apds o seu término (GINZINGER, 2002; HIGUCHI et al., 1993), a
técnica de PCR quantitativo em tempo real (QPCR), metodologia derivada da PCR
tradicional, utiliza corantes intercalantes, primers ou sondas fluorescentes que
hibridizam com a sequéncia de interesse (GASPARIC et al., 2010), de forma a permitir
a amplificacdo e a quantificacdo dos produtos formados ao final de cada ciclo pela
fluorescéncia emitida (GINZINGER, 2002). A determina¢do da quantidade inicial de
sequéncias de interesse em uma amostra pode ser realizada de forma relativa ou
absoluta. Para a determinacdo relativa, utiliza-se um gene de referéncia para o
estabelecimento de comparagdo com a sequéncia de interesse (PFAFFAL, 2001); ja para
a determinacgdo absoluta, utilizada neste trabalho, a quantificacdo é realizada por meio
de uma curva padrdo estabelecida com quantidades diferenciadas do gene de interesse
(SMITH; OSBORN, 2009).

Neste sentido, os microrganismos dos dominios Archaea e Bacteria sao
comumente detectados e quantificados, por qPCR, por meio do gene 16S rRNA,

segmento de DNA altamente conservado encontrado em todos 0S seus representantes
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(KIRK et al., 2004). Especificamente, 0s organismos metanogénicos podem ser
detectados e quantificados pelo gene marcador molecular mcrA (RILEY et al. 2002); e
0s metanotréficos, pelos genes marcadores moleculares pmoA e mmoX (MCDONALD
et al.,, 2008; MIGUEZ et al., 1997; LUESKEN et al., 2011). Assim, pela técnica de
gPCR permitir o célculo da quantidade inicial de genes de interesse em amostras
ambientais de maneira répida e precisa (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004;
GINZINGER, 2002; NOVAIS; PIRES-ALVES; 2004), possibilita-se 0 monitoramento
temporal de grupos taxonémicos e/ou funcionais de interesse (SMITH; OSBORN,
2009).

3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

Determinar o efeito do uso do solo sobre a abundancia de comunidades de
Archaea e Bacteria, com énfase em genes funcionais associados ao ciclo biogeoquimico
do metano em éareas de floresta priméria, floresta secundaria e pastagem, no estado do

Para, na Amazonia Oriental.

3.2 Objetivos especificos

1. Quantificar os genes 16S rRNA de Archaea e Bacteria pela técnica de PCR
quantitativo em tempo real (qQPCR), em solos sob diferentes usos no periodo seco e
chuvoso;

2. Quantificar os genes associados ao ciclo biogeoquimico do metano de
microrganismos metanotroficos (pmoA e mmoX) e metanogénicos (mcrA), em solos
sob diferentes usos no periodo seco e chuvoso;

3. Correlacionar a abundancia dos genes analisados com o0 uso e as
caracteristicas fisico-quimicas das areas de estudo, assim como o periodo de

amostragem (seco ou chuvoso).
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4. Material e métodos

4.1 Coleta e processamento das amostras de solo

O projeto de pesquisa foi conduzido na Floresta Nacional dos Tapajos (“km 67,
54°58°W, 2°51°S) e seus adjacentes, localizada na Amazénia Oriental. A regido possui
a temperatura anual média de 26 °C e a precipitacdo anual de 2.150 mm. O Pard é um
dos estados com uma das maiores taxas de desmatamento da Amazonia Brasileira
(FERREIRA; VENTICINQUE; ALMEIDA, 2005). A Floresta Nacional dos Tapajos e
seus adjacentes apresentam diferentes areas cobertas por floresta primaria, secundaria e
pastagens com diferentes idades.

A coleta de solo foi realizada em duas diferentes campanhas para a analise
sazonal da microbiota: no periodo chuvoso (julho) e no periodo seco (novembro) do ano
de 2015. A amostragem foi realizada em duas florestas primarias, duas florestas
secundarias, com mais de 15 anos cada uma, e duas pastagens, com 10 e 20 anos, sendo
que as areas foram denominadas, apenas para fins de reconhecimento e diferenciacao,
como Floresta Primaria 2 e Floresta Priméaria 5; Floresta Secundéria 2 e Floresta
Secundaria 4; Pastagem 2 e Pastagem 3. Assim, a coleta foi realizada nas areas de
Florestas Primarias 2 (2° 51.306° S 54° 57.453° W) e 5 (3° 17.787’ S 54° 57.806° W),
nas areas de Florestas Secundarias 2 (3° 15.466° S, 54° 53.320° W) e 4 (3° 15.799” S
54° 53.600° W) ¢ nas areas de Pastagens 2 (com 10 anos, 3°18.832'S, 54°54.585'W) e 3
(com 20 anos, 3°07.881'S, 54°57.469'W).

Em cada area, a coleta foi realizada em um transecto de cinco pontos, separados
por 50 metros cada. Em cada ponto, a camada de serapilheira foi retirada. O solo foi
coletado em cinco subpontos na camada entre 0 a 10 cm. Apds a coleta, o material foi
transportado para o Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA/USP). O solo de cada subponto de um mesmo ponto foi
homogeneizado e separado em duas partes. A primeira, foi congelada a -80 °C em ultra
freezer e posteriormente utilizada para extrair o DNA total do solo, enquanto a segunda
foi armazenada em camara fria a 4 °C para posterior caracterizacdo das propriedades

fisico-quimicas das amostras.
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4.2 Caracterizacao das propriedades fisico-quimicas das amostras de solo

O solo coletado de cada ponto foi enviado para o Laboratorio de Anélises
Quimicas do Departamento de Ciéncia do Solo da Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz (ESALQ/USP) para a determinacdo das propriedades quimicas pH em
CaCl2 0,01 mol/L, fésforo (P) pelo método colorimétrico extraido com resina trocadora
de ions, enxofre (S) pela determinagdo por turbidimetria e extracdo com fosfato de
calcio 0,01 mol/ L-t, potassio (K) pela extragdo com resina trocadora de ions e
determinacdo em espectrofotdmetro de emissao atémica, calcio (Ca) e magnésio (Mg)
pela extracdo com resina trocadora de ions e determinacdo em espectrofotdmetro de
absorcdo atémica, aluminio trocavel (Al) pelo método colorimétrico extraido com
cloreto de potassio 1 mol/L, acidez potencial (H+Al) extraido com tampdo SMP
(Manual de andlise quimica para avaliacao da fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001),
boro (B) pela extracdo com agua quente e determinacdo por 7 colorimetria, cobre (Cu),
zinco (Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe) pela extracdo com DTPA e determinacgdo por
espectrofotometria de absorcdo atbmica (Manual de anélise quimica para avaliacdo da
fertilidade de solos tropicais. IAC, 2001), nitrogénio (N) total extraido pelo método de
Kjeldahl; para os calculos soma de bases trocaveis (SB), capacidade de troca de cations
(CTC); saturacdo da CTC por bases (V) e saturagdo por aluminio (m); para a
determinacdo das propriedades fisicas areia total, silte, argila.

4.3 Extracdo do DNA total das amostras de solo

O DNA total do solo de cada ponto foi extraido em duplicata com o PowerLyzer
PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Para isso, foram adicionadas 250 mg do solo de cada amostra
em tubos de 2 mL com microesferas de vidro (Glass Bead Tubes 0,1 mm). Em cada
tubo, foram adicionados 750 pL de Bead Solution. Os tubos foram invertidos
fracamente. A seguir, foram acrescentados 60 pL da Solugdo C1 em cada tubo. Os tubos
foram invertidos, agitados na velocidade méxima por 15 minutos no MoBio Vortex
(MoBio Laboratories) e centrifugados a 10.000 x g por 3 minutos na centrifuga
Eppendorf 5417C (Eppendorf), utilizada em todas as etapas subsequentes. O
sobrenadante de cada tubo foi transferido para um tubo de 1,5 mL (Collection Tube), ao

qual foram adicionados 250 pL da Solucdo C2. Os tubos foram vortexados por 5
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segundos, incubados a 4 °C por 5 minutos e centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto.
Foram transferidos 600 pL do sobrenadante de cada amostra para outro tubo e
adicionados 200 pL da Solugdo C3. Os tubos foram vortexados, incubados a 4 °C por 5
minutos e centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto. Depois, foram transferidos 750 pL
do sobrenadante de cada amostra para outro tubo e adicionados 1200 pL da Solucgéo C4.
Os tubos foram vortexados por 5 segundos. Foram transferidos 675 pL do sobrenadante
de cada tubo para uma coluna com filtro (Spin Filter), inserida em outro tubo. Os tubos
foram centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto e o liquido de cada tubo foi descartado.
Mais 675 pL do sobrenadante de cada tubo foram transferidos para a mesma coluna
utilizada anteriormente. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 1 minuto e o
liquido restante de cada tubo foi descartado. O procedimento foi repetido novamente até
o término do sobrenadante de cada tubo. Apos essa etapa, foram adicionados 500 pL da
Solucéo C5 em cada tubo. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 30 segundos e
0 sobrenadante foi descartado. Os tubos foram novamente centrifugados a 10.000 x g
por 1 minuto. Cada coluna foi transferida para um novo tubo, no qual foram
adicionados 100 pL da Solucdo C6. Por fim, os tubos foram centrifugados a 10.000 x g

por 30 segundos.

4.4 Quantificacdo do DNA gendmico extraido

A qualidade das amostras de DNA que foram extraidas foi inicialmente
conferida em eletroforese por gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio, em
tampdo TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004). Para o gel,
foram utilizados 5 pLL de DNA adicionados de 3 puL de Loading Buffer por amostra. Nos
dois primeiros pogos de cada gel foram utilizados 2 pl dos marcadores de peso
molecular de Low mass e 100pb. Apos, o gel foi submetido a um campo elétrico de 100
V por aproximadamente 45 minutos e, posteriormente, foto-documentado. A qualidade
e quantidade das amostras também foram analisadas em espectrofotdbmetro Nanodrop
2000c (Thermo Fisher Scientific) com densidade Otica de 260 nm. Para esta andlise
foram utilizados 2 pL. do reagente C6 do PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit
(MoBio Laboratories), sendo este o branco, e 2 uL. de cada amostra para a quantificagdo

e determinagéo da qualidade do DNA.
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4.5 PCR quantitativo em tempo real dos genes

4.5.1 Construcao de curvas padronizadas para a técnica de PCR quantitativo em
tempo real

4.5.1.1 Construcéo de curvas padronizadas para o gene 16S rRNA de Bacteria

Foram desenvolvidas curvas padronizadas do gene 16S rRNA de Bacteria, para
a quantificacdo da comunidade microbiana do dominio Bacteria, a partir de isolado
obtido no DSMZ (German collection of microorganisms and cell cultures). Para a
construcdo da curva, realizou-se a amplificacdo do gene 16S rRNA de Bacteria, por
PCR convencional, utilizando os seguintes conjuntos de primers: 926f (5°-
AACTCAAAGGAATTGACGG-3’) (LANE, 1991) e 1062r (5°-
CTCACRRCACGAGCTGAC-3’) (ALLEN et al., 2005). O PCR de cada amostra foi
preparado contendo 2,5 puL de 10X PCR Buffer; 2 uL de MgCI2 50 mM; 0,5 pL de
dNTP; 1 uL de cada primer 5 pmol/uL, 0,35 pL de BSA 20 mg/mL (Termo Fisher
Scientific), 0,20 U Platinum Taq DNA Polymerase (Life Technologies); 1 uL de DNA e
H,0 ultrapura esterilizada para completar 25 upl. Foram utilizadas as seguintes
condi¢cdes de amplificacdo no termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Life
Technologies): 95°C por 15 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 45 segundos, 60 °C por 15
segundos e 72°C por 20 segundos. A qualidade do produto amplificado foi inicialmente
conferida em eletroforese por gel de agarose 1%, corado com GelRed™, em tampao
TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004). Para o gel, foram
utilizados 5 uL. de DNA adicionados de 3 pL de Loading Buffer por amostra. Nos dois
primeiros pogos de cada gel foram utilizados 2 pl dos marcadores de peso molecular de
Low mass e 100pb. Apoés, o gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
aproximadamente 45 minutos e, posteriormente, foto-documentado. A qualidade e
quantidade do produto também foram analisadas em espectrofotdmetro Nanodrop
2000c (Thermo Fisher Scientific) com densidade 6tica de 260 nm. Para esta analise,
foram utilizados 2 pL do reagente C6 do PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit
(MoBio Laboratories), sendo este o branco e 2 uL. de cada amostra para a quantificacio
e determinacdo da qualidade. Utilizando o produto amplificado foram desenvolvidas
curvas com 10° a 10° cépias do gene 16S rRNA de Bacteria para quantificacdo

absoluta das amostras.
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4.5.1.2 Construcdo de curvas padronizadas para gene 16S rRNA de Archaea

Foram desenvolvidas curvas padronizadas do gene 16S rRNA de Archaea, para
a quantificacdo da comunidade microbiana do dominio Archaea, por meio da
amplificacdo do gene 16S rRNA Archaea, a partir de isolado ambiental obtido no
laboratdrio. Para a construcdo da curva, realizou-se a amplificacdo do gene 16S rRNA
de Archaea, utilizando o0s seguintes conjuntos de primers: Arc787F (5°-
ATTAGATACCCSBGTAGTCC -3’) e Arc1059R (5’- GCCATGCACCWCCTCT -3)
(YU et al., 2005). O PCR de cada amostra foi preparado contendo 2,5 pL de 10X PCR
Buffer; 2 uL de MgCI2 50 mM; 0,5 pL de dNTP; 1 pL de cada primer 5 pmol/uL, 0,25
pL de BSA 20 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), 0,20 U Platinum Tag DNA
Polymerase (Life Technologies); 1 pulL de DNA e H,0 ultrapura esterilizada para
completar 25 pL. Foram utilizadas as seguintes condi¢cbes de amplificacdo no
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Life Technologies): 95 °C por 10 minutos;
40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 50 segundos. A
qualidade do produto amplificado foi inicialmente conferida em eletroforese por gel de
agarose 1%, corado com GelRed™, em tampao TSB (do inglés Sodium Borate Buffer)
(BRODY; KERN, 2004). Para o gel, foram utilizados 5 uL. de DNA adicionados de 3
uL de Loading Buffer por amostra. Nos dois primeiros pocos de cada gel foram
utilizados 2 pl dos marcadores de peso molecular de Low mass e 100pb. Apds, o gel foi
submetido a um campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e,
posteriormente, foto-documentado. A qualidade e quantidade do produto também foram
analisadas em espectrofotdometro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) com
densidade otica de 260 nm. Para esta analise foram utilizados 2 uL do reagente C6 do
PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories), sendo este o branco e
2 pL de cada amostra para a quantificagcdo e determinag¢do da qualidade. Utilizando o
produto amplificado foram desenvolvidas curvas com 10° a 10" cépias do gene 16S
rRNA de Archaea para quantificacdo absoluta das amostras.

4.5.1.3 Construcao de curvas padronizadas para o gene mcrA

Foram desenvolvidas curvas padronizadas do gene mcrA, para a quantificacdo
dos microrganismos metanogénicos a partir de isolado obtido no DSMZ (German

collection of microorganisms and cell cultures). Para a construcdo da curva, realizou-se
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a amplificacdo, por PCR convencional, do gene mcrA utilizando o seguinte conjunto de
primers: Mlas-F (5’-GGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA-3") (ANGEL; CLAUS e
CONRAD, 2012) e mcrA-R (5°- CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT -37)
(STEIMBERG e REGAN, 2008). O PCR de cada amostra foi preparado contendo 2,5
puL de 10X PCR Buffer; 2 uL de MgCI2 50 mM; 0,5 pL de dNTP; 1 uL de cada primer
5 pmol/pL, 0,25 pL de BSA 20 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), 0,20 U Platinum
Taq DNA Polymerase (Life Technologies); 1 uL. de DNA e H,0 ultrapura esterilizada
para completar 25 ulL. Foram utilizadas as seguintes condi¢des de amplificacdo no
termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Life Technologies): 95 °C por 10 minutos;
45 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 45 segundos e 72 °C por 30 segundos. A
qualidade do produto amplificado foi inicialmente conferida em eletroforese por gel de
agarose 1%, corado com GelRed™, em tamp&o TSB (do inglés Sodium Borate Buffer)
(BRODY; KERN, 2004). Para o gel, foram utilizados 5 uL. de DNA adicionados de 3
uL de Loading Buffer por amostra. Nos dois primeiros pocos de cada gel foram
utilizados 2 pl dos marcadores de peso molecular de Low mass e 100pb. Apds, o gel foi
submetido a um campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e,
posteriormente, foto-documentado. A qualidade e quantidade do produto também foram
analisadas em espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) com
densidade otica de 260 nm. Para esta analise foram utilizados 2 pL do reagente C6 do
PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories), sendo este o branco e
2 pL de cada amostra para a quantificagdo e determinagdo da qualidade Utilizando o
produto amplificado foram desenvolvidas curvas com 10 a 10’ cépias do gene mcrA
para quantificacdo absoluta das amostras.

4.5.1.4 Construcéo de curvas padronizadas para o gene pmoA

Foram desenvolvidas curvas padronizadas do gene pmoA, para a quantificacdo
dos microrganismos metanotréficos, a partir de isolado obtido no DSMZ (German
collection of microorganisms and cell cultures). Para a construgéo da curva realizou-se a
amplificacdo, por PCR convencional, do gene pmoA utilizando o seguinte conjunto de
primers: A189F (GGNGACTGGGACTTCTGG) (HOLMES et al., 1999) e MB661r
(CCGGMGCAACGTCYTTAAC) (COSTELLO; LIDSTROM, 1999). O PCR de cada
amostra foi preparado contendo 2,5 uL de 10X PCR Buffer; 2 uL de MgCl2 50 mM;
0,5 puL de dNTP; 1 pL de cada primer 5 pmol/uL, 0,25 pL de BSA 20 mg/mL (Termo
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Fisher Scientific), 0,20 U Platinum Tag DNA Polymerase (Life Technologies); 1 uL de
DNA e H,0 ultrapura esterilizada para completar 25 pL. Foram utilizadas as seguintes
condigdes de amplificacdo no termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Life
Technologies): 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C por 30
segundos e 72 °C por 45 segundos. A qualidade do produto amplificado foi inicialmente
conferida em eletroforese por gel de agarose 1%, corado com GelRed™, em tampé&o
TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004). Para o gel, foram
utilizados 5 uL. de DNA adicionados de 3 pL de Loading Buffer por amostra. Nos dois
primeiros pogos de cada gel foram utilizados 2 pl dos marcadores de peso molecular de
Low mass e 100pb. Apos, o gel foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
aproximadamente 45 minutos e, posteriormente, foto-documentado. A qualidade e
quantidade do produto também foram analisadas em espectrofotdmetro Nanodrop
2000c (Thermo Fisher Scientific) com densidade oOtica de 260 nm. Para esta anélise
foram utilizados 2 pL do reagente C6 do PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit
(MoBio Laboratories), sendo este o branco e 2 uL. de cada amostra para a quantificagdo
e determinacdo da qualidade. Utilizando o produto amplificado foram desenvolvidas

curvas com 1 a 10° c6pias do gene pmoA para quantificacio absoluta das amostras.
4.5.1.5 Construcéo de curvas padronizadas para o gene mmoX

Foram desenvolvidas curvas padronizadas do gene mmoX, para a quantificacdo
dos microrganismos metanotroficos, a partir de isolado obtido no DSMZ (German
collection of microorganisms and cell cultures). Para a construcdo da curva realizou-se a
amplificagéo, por PCR convencional, do gene mmoX utilizando o seguinte conjunto de
primers: mmoX1 (5’- CGGTCCGCTGTGGAAGGGCATGAAGCGCGT-3’) e mmoX2
(5’- GGCTCGACCTTGAACTTGGAGCCATACTCG -3’) (MIGUEZ et al., 1997). A
PCR de cada amostra foi preparada contendo 2,5 pL de 10X PCR Buffer; 2 uL de
MgCI2 50 mM; 0,5 puL de dNTP; 1 pL de cada primer 5 pmol/uL, 0,35 uL de BSA 20
mg/mL (Termo Fisher Scientific), 0,20 U Platinum Taq DNA Polymerase (Life
Technologies); 1 L. de DNA e H»0 ultrapura esterilizada para completar 25 pL. Foram
utilizadas as seguintes condiges de amplificagdo no termociclador Gene Amp PCR
System 9700 (Life Technologies): 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 10
segundos, 66°C por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos. A qualidade do produto
amplificado foi inicialmente conferida em eletroforese por gel de agarose 1%, corado
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com GelRed™, em tampao TSB (do inglés Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN,
2004). Para o gel, foram utilizados 5 pL. de DNA adicionados de 3 pL de Loading
Buffer por amostra. Nos dois primeiros pogos de cada gel foram utilizados 2 pl dos
marcadores de peso molecular de Low mass e 100pb. Apds, o gel foi submetido a um
campo elétrico de 100 V por aproximadamente 45 minutos e, posteriormente, foto-
documentado. A qualidade e quantidade do produto também foram analisadas em
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) com densidade otica de
260 nm. Para esta analise foram utilizados 2 pL do reagente C6 do PowerLyzer
PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories), sendo este o branco e 2 pL de cada
amostra para a quantificacdo e determinacdo da qualidade. Utilizando o produto
amplificado foram desenvolvidas curvas com 1 a 10* cépias do gene mmoX para

quantificacdo absoluta das amostras.
4.5.2 PCR quantitativo em tempo real dos genes estudados
4.5.2.1 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Bacteria

O gene 16S rRNA de Bacteria foi quantificado em triplicata pela técnica de PCR
quantitativo em tempo real no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). A técnica de qPCR foi realizada contendo 5 pl do Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Life Technologies™), 5 pmol de cada primer, 0,2 ul de BSA a
20 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), 1,8 ul de H0 ultrapura esterilizada e 1 pl de
DNA a 10 ng/uL, gerando o volume final de 10 pL. Para este gene, foram utilizados o0s
conjuntos de primers 926f (5’-AACTCAAAGGAATTGACGG-3’) (LANE, 1991) e
1062r (5’- CTCACRRCACGAGCTGAC-3’) (ALLEN et al, 2005). O programa
utilizado no termociclador foi de 95 °C por 15 minutos; 40 ciclos de 95°C por 45
segundos, 60 °C por 15 segundos, 72°C por 20 segundos. Ao final foi incluida uma
curva de melting com 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15
segundos com leitura de dados a cada 0,7 °C.

4.5.2.2 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Archaea

O gene 16S rRNA de Archaea foi quantificado em triplicata pela técnica de PCR

guantitativo em tempo real (QPCR) no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR
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System (Applied Biosystems). A técnica de qPCR foi realizada contendo 5 pl do Power
SYBR® Green PCR Master Mix (Life Technologies™), 5 pmol de cada primer, 0,2 pl
de BSA a 20 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), 1,8 ul de H,0 ultrapura esterilizada e 1
ul de DNA a 10 ng/uL, gerando o volume final de 10 pL. Para este gene, foram
utilizados os conjuntos de primers Arc787F (5’- ATTAGATACCCSBGTAGTCC -3%) e
Arc1059R (5°- GCCATGCACCWCCTCT -3”) (YU et al., 2005). O programa utilizado
no termociclador foi de 95 °C por 10 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
58°C por 30 segundos e 72 °C por 50 segundos. Ao final foi incluida uma curva de
melting com 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos com

leitura de dados a cada 0,7 °C.

4.5.2.3 PCR gquantitativo em tempo real do gene mcrA

O gene mcrA foi quantificado em triplicata pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
A técnica de qPCR foi realizada contendo 5 pl do Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Life Technologies™), 5 pmol de cada primer, 0,2 ul de BSA a 20 mg/mL (Thermo
Fisher Scientific), 1,8 pl de Hy0 ultrapura esterilizada e 1 pul de DNA a 10 ng/uL,
gerando o volume final de 10 pL. Para este gene, foram utilizados os conjuntos de
primers Mlas-F (5’-GGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA-3") (ANGEL; CLAUS e
CONRAD, 2012) e mcrA-R (5-CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGT-3’)
(STEIMBERG e REGAN, 2008). O programa utilizado no termociclador foi de 95 °C
por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 45 segundos e 72 °C por
30 segundos. Ao final foi incluida uma curva de melting com 95 °C por 15 segundos, 60
°C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.

4.5.2.4 PCR gquantitativo em tempo real do gene pmoA

O gene pmoA foi quantificado em triplicata pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
A técnica de qPCR foi realizada contendo 5 pl do Power SYBR® Green PCR Master
Mix (Life Technologies™), 5 pmol de cada primer, 0,2 ul de BSA a 20 mg/mL (Thermo
Fisher Scientific), 1,8 ul de H,0 ultrapura esterilizada e 1 pl de DNA a 10 ng/uL,

gerando o volume final de 10 pL. Para este gene, foram utilizados os conjuntos de



33

primers A189F (GGNGACTGGGACTTCTGG) (HOLMES et al., 1999) e MB661r
(CCGGMGCAACGTCYTTAAC) (COSTELLO; LIDSTROM, 1999). O programa
utilizado no termociclador foi de 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 58 °C por 30 segundos e 72 °C por 45 segundos. Ao final foi incluida uma
curva de melting com 95 °C por 15 segundos, 58 °C por 1 minuto e 95 °C por 15

segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.

4.5.2.5 PCR quantitativo em tempo real do gene mmoX

O gene mmoX de cada amostra foi quantificado em triplicata pela técnica de
PCR quantitivo em tempo real no equipamento StepOne Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). A técnica de qPCR foi realizada contendo 5 pl do Power SYBR®
Green PCR Master Mix (Life Technologies™), 5 pmol de cada primer, 0,2 ul de 11
BSA a 20 mg/mL (Thermo Fisher Scientific), 1,8 ul de H,0 ultrapura esterilizada e 1 pl
de DNA a 10 ng/uL, gerando o volume final de 10 pL. Para este gene, foram utilizados
0S conjuntos de primers mmoX1 (5°-
CGGTCCGCTGTGGAAGGGCATGAAGCGCGT-3?) e mmoX2 (5°-
GGCTCGACCTTGAACTTGGAGCCATACTCG-3’) (MIGUEZ et al., 1997). O
programa utilizado no termociclador foi de 95 °C por 10 minutos; 45 ciclos de 95 °C
por 10 segundos, 66°C por 20 segundos e 72 °C por 30 segundos. Ao final foi incluida
uma curva de melting com 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15

segundos com leitura de dados a cada 0,5 °C.

4.6 Analises estatisticas

4.6.1 Andlises estatisticas dos dados fisico-quimicos

Os dados fisico-quimicos obtidos entre as diferentes areas e diferentes épocas de
amostragem foram testados quanto a sua normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e
guanto a sua homogeneidade de varidncias no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA). Uma vez que os dados seguiram os pressupostos dos testes ndo-paramétricos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis, a 5% de significancia, utilizando a ferramenta
estatistica ActionStat (Sdo Carlos, SP, BR). Realizou-se uma Analise de Componentes

Principais (PCA) utilizando a ferramenta ActionStat.
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4.6.2 Processamento dos dados de PCR quantitativo em tempo real e analises

estatisticas

Os dados obtidos por meio da técnica de qPCR foram analisados no programa
StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) quanto a sua
especificidade e eficiéncia. Os dados de abundancia de cada amostra foram exportados
para uma planilha Excel (Microsoft), onde foram transformados em ndmero de copias
por nanograma de DNA. Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e sua homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose,
CA, USA). Uma vez que os dados seguiram o0s pressupostos dos testes ndo-
paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis, a 5% de significancia, na
ferramenta estatistica ActionStat (S&o Carlos, SP, BR). As correlagbes entre os dados
foram realizadas a partir do teste de Spearman, no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA).

5. Resultados e discussao

5.1 Coleta e processamento das amostras de solo

A coleta foi realizada em duas campanhas, no ano de 2015, em duas areas de
Florestas Primarias, duas Florestas Secundarias e duas Pastagens de diferentes idades,
como citado anteriormente. As areas sob 0 mesmo uso de solo foram utilizadas como

réplicas bioldgicas neste estudo.

5.2 Caracterizacgdo das propriedades fisico-quimicas das amostras de solo

As propriedades fisico-quimicas do solo de cada area difeririam de acordo com
os diferentes usos do solo (florestas primarias e secundarias e pastagens). As
propriedades fisicas do solo das amostras de cada area (Tabela 1) ndo difeririam entre as
coletas, mas entre uma area para outra. As propriedades quimicas do solo das amostras
de cada area difeririam entre a primeira e a segunda coleta, como pode ser observado na
Tabela 2. Assim, pode-se observar que as propriedades fisico-quimicas apresentaram
padrdes semelhantes entre as areas sob 0 mesmo uso do solo, o que confirmou a escolha

dessas areas como réplicas bioldgicas no estudo.
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Tabela 1. Propriedades fisicas do solo das amostras de florestas primarias, florestas,

secundarias e pastagens referentes a primeira coleta.

. Coletale 2
Atributos do solo
FP2 FP5 FS2 FS4 P2 P3
Anel+SU Peso (g) | 82,90 99,42 100,40 88,71 100,26 | 103,85
Umidade atual SuU Peso (g) | 66,61 76,37 78,07 71,46 80,73 80,71
q cm3.cm-3| 0,43 0,25 0,25 0,22 0,32 0,17
Potencial cm 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00 60,00
Anel+SU Peso (g) | 84,95 102,72 | 101,12 92,32 105,04 | 111,28
Macroporosidade SuU Peso (g) | 68,66 79,66 78,78 75,07 85,51 88,14
q cm3.cm-3| 0,47 0,31 0,26 0,29 0,42 0,30
q % 46,90 30,80 26,34 28,64 41,50 30,48
Potencial cm 330,00 | 330,00 | 330,00 | 330,00 | 330,00 | 330,00
Anel+SU Peso (g) | 83,04 100,69 97,67 90,29 103,90 | 107,93
Capacidade de reten¢do de agua SuU Peso (g) 66,75 77,63 75,34 73,04 84,37 84,78
q cm3.cm-3| 0,43 0,27 0,19 0,25 0,39 0,24
q % 43,34 27,04 18,97 24,88 39,36 24,24
SS+A+P+E Peso (g) | 59,87 86,10 88,47 76,87 83,00 94,90
A+P+E Peso (g) | 16,29 23,06 22,34 17,25 19,53 23,14
SS Peso (g) | 43,58 63,04 66,14 59,62 63,47 71,76
Altura (mm) 30,11 30,06 26,67 30,07 29,98 30,11
Diametro (mm) 47,54 47,80 47,67 47,81 47,49 47,63
V anel (mm3) |53449,74]|53942,66 |47668,77|53987,33(53112,56 [53653,84
V anel (cm3) 53,45 53,94 47,67 53,99 53,11 53,65
Dens. solo (g.cm-3) 0,82 1,17 1,37 1,10 1,20 1,34
Porosidade Total cm3.cm-3| 0,65 0,52 0,47 0,56 0,50 0,45
% 64,53 52,47 46,80 55,73 50,47 45,48
. . cm3.cm-3| 0,18 0,22 0,20 0,27 0,09 0,15
Microporosidade
% 17,63 21,67 20,46 27,09 8,97 15,00
N-total mg.kg-1 | 2384,40 | 3060,40 | 1499,40 | 3760,40 | 3889,20 | 2128,00

Floresta Primaria 2 (FP2), Floresta Primaria 5 (FP5), Floresta Secundaria 2 (FS2); Floresta Secundaria 4
(FS4); Pastagem 2 (P2), Pastagem 3 (P3).
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Tabela 2. Propriedades quimicas do solo das amostras de florestas primarias, florestas

secundarias e pastagens referentes a segunda coleta.

Coleta 1 Coleta 2

Atributos do solo
FP2 | FP5 | FS2 | FS4 | P2 P3 | FP2 | FP5 | FS2 | FS4 | P2 P3
pH CaCl2 3,56 | 3,38 | 3,82 | 4,08 | 470|512 | 342 | 3,64 | 3,70 | 3,96 | 4,72 | 4,98
M.O. Colorimétrica g.dm-3 54,00 | 32,20 | 22,60 | 46,40 | 31,20 | 29,60 | 66,40 | 27,80 [ 27,80 | 52,00 | 34,20 | 47,60
P mg.dm-3 | 8,00 | 6,20 | 3,40 | 540 | 6,20 | 520 | 2,00 | 2,00 | 1,33 | 2,50 | 4,20 | 11,00
S Fosfato de célcio 0,01 mol L-1| mg.dm-3* | 11,00 | 5,80 | 5,00 | 6,60 | 4,25 | 6,40 | 15,20 | 9,00 | 4,40 | 7,00 | 5,60 [ 8,80
K mmolc.dm-3| 0,76 | 0,52 | 0,54 | 0,74 | 1,56 | 0,98 | 0,84 | 0,40 | 0,28 | 0,64 | 1,62 | 3,02
Ca mmolc.dm-3| 3,20 | 1,00 | 1,00 | 4,80 |19,80|18,00| 2,43 <3 <3 | 4,00 |19,00]21,00
Mg mmolc.dm-3| 2,20 | 2,00 | <1 | 3,80 | 5,20 | 9,20 | 3,00 | 2,00 | 2,00 | 5,20 | 6,40 | 13,60
Al KCI 1 mol.L-? mmolc.dm-3| 28,00 | 19,40 10,00|18,00| 4,00 | <1 | 31,00 | 10,80 | 8,00 | 11,40 | 3,67 | 2,00
H+Al SMP mmolc.dm-3|118,60| 80,40 | 40,80 | 73,80 | 32,20 | 21,80 | 242,60|105,00{ 92,60 [116,20| 47,60 | 42,00
SB mmolc.dm-3| 6,16 | 2,52 | 2,34 | 9,34 | 26,56|28,18| 6,00 | 3,20 | 3,08 | 8,84 |27,02|37,62
CTC mmolc.dm-3|134,76| 82,84 | 43,14 | 83,14 | 58,70 | 49,98 | 248,60|108,20( 95,68 [ 125,04| 74,62 | 79,62
\Y % 5,00 | 3,20 | 5,80 | 12,40 44,00(55,80| 2,40 | 3,20 | 3,40 | 7,40 [36,60 | 46,20
m % 80,80 | 88,60 |79,80|64,40|13,20| 3,80 | 80,20 | 76,40 [ 69,40 | 56,60 | 11,20 | 4,60
B agua quente mg.dm-3 | 0,65 |0,348|0,316|0,315| 0,48 (0,624 | 0,65 | 0,348 |0,222| 0,36 |0,304( 0,24
Cu DTPA mg.dm-3 | 0,36 | 0,12 | 0,2 | 342 | 05 [ 046 | 0,36 | 0,12 | 0,44 | 0,14 | 0,26 | 1,92
Fe DTPA mg.dm-3 | 234,6 | 173,6| 69,6 | 109,8| 59 | 85,8 | 234,6 | 173,6 [192,8| 1006 | 54 [ 73,2
Mn DTPA mg.dm-3 29 (066|424 966 |21,86]| 11,8 | 29 [ 0,66 |0,675| 11,22 | 2,54 | 13,74
Zn DTPA mg.dm-3 | 552 | 0,26 | 052 | 0,68 | 244 | 09 | 552 | 0,26 | 056 | 054 | 0,72 | 2,34

Floresta Primaria 2 (FP2), Floresta Primaria 5 (FP5), Floresta Secundaria 2 (FS2); Floresta Secundaria 4
(FS4); Pastagem 2 (P2), Pastagem 3 (P3); pH em CaCl2 0,01 mol L-t; M.O colorimétrica, fésforo (P),
enxofre (S), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), aluminio trocavel (Al), acidez potencial (H+Al),
SB: Soma de bases trocaveis; CTC: Capacidade de troca de cations; V: Saturacdo da CTC por bases; m:
Saturacdo por Aluminio; Boro (B), cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe); (<) menor do que
0 Limite de Quantificac&o.

5.3 Extracéo do DNA total das amostras de solo

Para que o DNA total extraido das amostras de solo apresentasse condi¢oes
satisfatorias, tanto de qualidade como quantidade, algumas otimizacbes foram
necessarias. Dessa maneira, foram realizados diversos testes para o estabelecimento de
um protocolo de extracdo que resultasse em um DNA de quantidade adequada e alta
qualidade. Os maiores problemas encontrados foram devido a textura argilosa e a alta
guantidade de matéria organica presente nos solos amazoénicos. Nesse sentido, 0
protocolo original do PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit foi alterado nos

seguintes passos:

e Tempo no MoBio Vortex de 10 para 15 minutos;

e Tempo na centrifuga ap6s o MoBio Vortex de 30 segundos para 3 minutos.
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Com essas otimizacbes no protocolo de extracdo, o DNA total extraido
apresentou qualidade e quantidade adequada para a realizacdo das analises
microbioldgicas posteriores.

5.4 Quantificacdo do DNA genbémico extraido

O DNA total do solo foi extraido em duplicata, de acordo com as condicdes
apresentadas no topico 4.3 deste presente trabalho, para cada uma das amostras das
areas de estudo. Todas as amostras apresentaram valores entre 1,8 a 2,0 do parametro
260/280, medidos em Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). Quanto a
quantidade, as amostras extraidas apresentaram de 6,54 a 119,60 ng/puL de DNA.

Na Tabela 3 encontram- se as concentracdes de DNA (ng/ul) e os respectivos
valores do parametro 260/280, analisadas em espectrofotdometro Nanodrop 2000c, para
cada uma das amostras. A concentracdo de DNA das amostras variou de acordo com a
area e com os diferentes usos do solo, além de apresentar uma variacdo entre as coletas

realizadas (julho e novembro de 2015).
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Tabela 3. Concentracdo de DNA e o parametro 260/280 de cada amostra.

Coleta Uso do solo Nome da &rea | Concentracéo (ng/plL) 260/280
33,7 2,16
119,6 1,67
Primaria 2 33,43 1,8
29,3 2
35,03 2,17
Floresta 24,43 207
44,8 2,02
Primaria 5 48,97 2,05
35,87 2,1
27,2 2,18
12,97 1,9
13,77 1,98
Secundaria 2 11,9 2,05
6,54 2,29
7,6 2,55
Coleta 1 Floresta 7527 187
35.3 1,91
Secundaria 4 56,6 1,87
28,3 1,9
19,4 1,94
98,47 1,92
56,37 1,92
Pastagem 2 28,3 2,02
25,67 2,06
25,77 2
Pastagem 3657 >
38,1 1,98
Pastagem 3 38,9 1,97
40,87 1,87
23,9 2,12
60,97 1,94
133,77 1,68
Primaria 2 89,73 1,87
67,87 1,84
82,67 1,89
Floresta 17.13 216
51,73 1,88
Priméria 5 29,23 2,06
25 2,01
31,27 1,91
18,2 1,99
9,37 2,09
Secundaria 2 17,64 1,98
16,4 1,92
7,3 2,21
Coleta 2 Floresta 319 189
27,3 1,94
Secundaria 4 54,74 1,9
37,6 1,88
27,87 1,91
22,1 1,87
61,5 1,83
Pastagem 2 22,63 1,89
23,5 2,06
Pastagem 21,13 1,95
71,63 1,9
92,93 1,91
Pastagem 3 65,9 1,9
54,4 1,85
38,13 1,91
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5.5 PCR quantitativo em tempo real dos genes
5.5.1 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Bacteria

O PCR quantitativo em tempo real para o gene 16S rRNA de Bacteria foi
realizado para determinar o efeito das mudancas do usos do solo, bem como dos
periodos de sazonalidade (Umido e seco), sob a abundancia de microrganismos do
dominio Bacteria. Para esta analise, utilizou-se a curva padronizada nas quantidades de
10° a 10° cépias do gene 16S rRNA de Bacteria para quantificacio absoluta das
amostras e uma amostra sem DNA ambiental, utilizada como controle negativo. Todas
as placas realizadas apresentaram eficiéncia de qualidade, variando entre 86% a 96%, e

baixa taxa de erro, R maior que 0,99.
5.5.2 PCR quantitativo em tempo real do gene 16S rRNA de Archaea

O PCR quantitativo em tempo real para o gene 16S rRNA de Archaea foi
realizado para determinar o efeito das mudancas do usos do solo, bem como dos
periodos de sazonalidade (Umido e seco), sob a abundéncia de microrganismos do
dominio Archaea. Para esta andlise, utilizou-se a curva padronizada nas quantidades de
10° a 10’ copias do gene 16S rRNA de Archaea para quantificacdo absoluta das
amostras e uma amostra sem DNA ambiental, utilizada como controle negativo. Todas
as placas realizadas apresentaram eficiéncia de qualidade, variando entre 90% a 110%, e
baixa taxa de erro, R maior que 0,99.

5.5.3 PCR quantitativo em tempo real do gene mcrA

O PCR quantitativo em tempo real para o gene mcrA foi realizado para
determinar o efeito das mudancas do usos do solo, bem como dos periodos de
sazonalidade (Umido e seco), sob a abundancia de microrganismos metanogénicos. Para
esta analise, utilizou-se a curva padronizada nas quantidades de 10 a 10" copias do
gene mcrA para quantificacdo absoluta das amostras e uma amostra sem DNA
ambiental, utilizada como controle negativo. Todas as placas realizadas apresentaram
eficiéncia de qualidade, variando entre 90% a 110%, e baixa taxa de erro, R? maior que
0,99.
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5.5.4 PCR quantitativo em tempo real do gene pmoA

O PCR quantitativo em tempo real para o gene pmoA foi realizado para
determinar o efeito das mudancas do usos do solo, bem como dos periodos de
sazonalidade (Umido e seco), sob a abundancia de microrganismos metanotroficos. Para
esta analise, utilizou-se a curva padronizada nas quantidades de 1 a 10° cépias do gene
pmoA para quantificacdo absoluta das amostras e uma amostra sem DNA ambiental,
utilizada como controle negativo. Todas as placas realizadas apresentaram eficiéncia de

qualidade, variando entre 86% a 96%, e baixa taxa de erro, R maior que 0,99.
5.5.5 PCR quantitativo em tempo real do gene mmoX

O PCR quantitativo em tempo real para o gene mmoX foi realizado para
determinar o efeito das mudancas do usos do solo, bem como dos periodos de
sazonalidade (Umido e seco), sob a abundancia de microrganismos metanotroficos. Para
esta analise, utilizou-se a curva padronizada nas quantidades de 1 a 10* cépias do gene
mmoX para quantificagdo absoluta das amostras e uma amostra sem DNA ambiental,
utilizada como controle negativo. Todas as placas realizadas apresentaram eficiéncia de

qualidade, variando entre 90% a 110%, e baixa taxa de erro, R? maior que 0,99.
5.6 Andlises estatisticas
5.6.1 Analises estatisticas dos dados fisico-quimicos

Os dados fisico-quimicos obtidos entre as diferentes areas e diferentes épocas de
amostragem foram testados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
quanto a sua homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA). Uma vez que os dados seguiram os pressupostos dos testes ndo-paramétricos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia, na ferramenta estatistica
ActionStat (Sao Carlos, SP, BR). Realizou-se, para as areas sob diferentes usos do solo
e dados fisico-quimicos demonstrados, uma Analise de Componentes Principais (PCA),
utilizando a ferramenta ActionStat.

As amostras das areas de pastagem apresentaram caracteristicas fisico-quimicas

diferenciadas das amostras provenientes de areas de florestas, tanto primarias como
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secundarias (Figura 1), demonstrando relagdes com parametros fisico-quimicos do solo,
como densidade, pH, nitrogénio, entre outros. Deste modo, € demonstrado que a
conversdo de florestas as pastagens tem o potencial de alterar as caracteristicas fisicas e
quimicas do solo, tornando tais parametros muito distintos em areas de pastagens

quando comparados as areas florestadas.

Figura 1. PCA das caracteristicas fisico-quimicas das &reas utilizadas.
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5.6.2 Processamento dos dados de PCR quantitativo em tempo real e analises

estatisticas

Os dados obtidos por meio da técnica de qPCR foram analisados no programa
StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) quanto a sua
especificidade e eficiéncia. Os dados de abundancia de cada amostra foram exportados
para uma planilha Excel (Microsoft), onde foram transformados em numero de copias
por nanograma de DNA. Os dados foram testados quanto a sua normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk e sua homogeneidade de variancias no software SigmaPlot (San Jose,
CA, USA). Uma vez que os dados seguiram 0s pressupostos dos testes néo-

paramétricos, foi realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia na
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ferramenta estatistica ActionStat (S&o Carlos, SP, BR). As correlagdes entre os dados
foram realizadas a partir do teste de Spearman, no software SigmaPlot (San Jose, CA,
USA.

5.6.2.1 Quantificacdes dos genes por qPCR

A partir das quantificacdes, por gPCR, realizada para os genes 16S rRNA de
Bacteria, 16S rRNA de Archaea, mcrA, pmoA e mmoX, pode-se verificar a abundancia
dos mesmos sob os diferentes usos do solo e periodos de sazonalidade.

Nos graficos abaixo, estdo representados os resultados de abundancia, em
namero de cdpias por nanograma de DNA, obtidos para cada gene nas diferentes areas e
periodos de coleta. O periodo Umido refere-se a primeira coleta, a qual foi realizada em
julho de 2015. Ja o periodo seco refere-se a segunda coleta, que foi realizada em
novembro de 2015.

Gréfico 1. Abundancia do gene 16S rRNA de Bacteria em areas de pastagens, florestas
primarias e florestas secundarias para os dois periodos de coleta.
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representam o erro padrdo da média. Letras mindsculas representam a comparagdo entre as areas no
mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada &rea. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.
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Gréafico 2. Abundancia do gene 16S rRNA de Archaea em éareas de pastagens, florestas

primarias e florestas secundarias para os dois periodos de coleta.

3,50E+05

aA
3,00E+05 _
2,50E+05

2,00E+05

1,50E+05 aA

1,00E+05

n° copias/ngDNA

b A
I

5,00E+04 cB

0,00E+00 F——
Floresta Priméria Floresta Secundéria Pastagem

m Periodo Umido Periodo Seco

Coleta 1 (julho de 2015, periodo umido); Coleta 2 (novembro de 2015, periodo seco); As barras de erro
representam o erro padrdo da média. Letras mindsculas representam a comparagdo entre as areas no
mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada area. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.

Gréfico 3. Abundancia do gene mcrA em areas de pastagens, florestas primarias e florestas
secundarias para os dois periodos de coleta.
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mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparagdo dos periodos de
amostragem em cada area. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.
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Graéfico 4. Abundancia do gene pmoA em areas de pastagens, florestas primarias e florestas
secundarias para os dois periodos de coleta.
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mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada area. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.

Gréfico 5. Abundancia do gene mmoX em areas de pastagens, florestas primarias e florestas
secundarias para os dois periodos de coleta.
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mesmo periodo de amostragem e letras mailsculas representam a comparacdo dos periodos de
amostragem em cada &rea. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-
Wallis, a 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Resultados das quantificacdes, por qPCRs, em nimero de copias por nanograma de

DNA, dos genes para todas as areas estudadas nas duas coletas: julho de 2015 (periodo umido) e

novembro de 2015 (periodo seco).

Coletas Areas C}SSB;?[Z}A; jgi:;gg mcrA mmoX PMOA
Pastagem 2 3,96E+06 | 9,77E+04 |4,00E+03 | 7,30E+00 | 7,09E+02

Pastagem 3 4,84E+06 | 7,87E+04 |8,41E+03 | 7,15E+00 | 3,98E+03

Coleta 1 Floresta Primaria2 | 1,76E+06 | 4,84E+04 |4,35E+01 | 8,46E+00 | 3,96E+01
(julho 2015) Floresta Primaria5 | 2,16E+06 | 4,11E+04 |7,38E+00 | 7,57E+00 | 4,80E+01
Floresta Secundaria 2 | 2,58E+06 | 9,55E+03 |1,64E+01 | 1,02E+01 | 6,10E+01

Floresta Secundaria4 | 5,11E+06 | 7,41E+03 |1,31E+02 | 6,31E+01 | 5,24E+01

Pastagem 2 6,35E+06 | 3,56E+05 |2,39E+03 | 1,59E+01 | 2,61E+02

Pastagem 3 6,99E+06 | 7,77E+04 |6,86E+03 | 3,82E+00 | 6,37E+02

Coleta 2 Floresta Primaria 2 3,76E+06 1,15E+05 |2,02E+00 | 5,51E+00 | 4,24E+01
(”02"5{2;“0 Floresta Primaria5 | 445E+06 | 1,30E+05 |1,32E+01 | 4,35E+00 | 6,07E+01
Floresta Secundaria 2 | 2,01E+06 | 1,49E+04 |1,90E+01 | 1,17E+01 | 1,81E+02

Floresta Secundaria4 | 2,70E+06 | 3,60E+04 |1,43E+02 | 3,58E+01 | 1,44E+02

5.6.3 Coeficiente de correlacéo

Na Tabela 5, estdo representados os coeficientes de correlacdo entre as variaveis

analisadas. Os valores de correlacdo positivos entre duas variaveis que apresentem

valor-p menores que 0,05

indicam que estas varidveis tendem a aumentar

conjuntamente. As correlagdes negativas e com valor-p menores que 0,05 indicam que

uma das variaveis tende a diminuir enquanto a outra tende a aumentar. Quando o valor-

p apresentado € maior que 0,05, as correlacdes ndo foram estatisticamente significativas.
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Tabela 5. Coeficientes de correlacdo para as variaveis analisadas.

16S 16S
rRNA  rRNA mcrA  pmoA mmoX
Bacteria Archaea
16S Bacteria - - - - -
16S Archaea 0,417* - - - -
mcrA 0,447* 0,009 - - -
pMoA 0,404* 0,134 0,766* - -
mmoX -0,227 -0,425* -0,0351 -0,124 -
pH 0,606* 0,104 0,714 0,756* -0,076
MO 0,067 0,042 -0,061 -0,222 0,006
N 0,296* 0,276* 0,041 0,008 0,013
P 0,075 -0,041 0,255* -0,024 0,081
S 0,131 0,330* -0,280* -0,410* -0,116
0,492 0,349* 0,473* 0,300 -0,095
Ca 0,608* 0,389* 0,630* 0,621* -0,258*
Mg 0,654* 0,351 0,611* 0,607 -0,232
Al -0,545* -0,210 -0,675* -0,834* 0,221
H+Al -0,391* 0,014 -0,543* -0,575* 0,054
SB 0,622* 0,336* 0,632* 0,551* -0,186
CTC -0,241 0,234 -0,426* -0,404* -0,030
Vv 0,590 0,080 0,713* 0,658* -0,055
M -0,6563* -0,236 -0,696* -0,739* 0,175
B -0,114 0,311 -0,128 -0,177 0,095
Cu 0,275* -0,101 0,415 0,285* 0,036
Fe -0,343* 0,009 -0,458* -0,588* 0,021
Mn 0,386* -0,026 0,608* 0,445* 0,047
Zn 0,171 0,212 0,272* 0,108 -0,190
AREIA -0,034 -0,422* 0,159 0,307* 0,129
SILTE -0,028 0,226 -0,166 -0,329* -0,013
ARGILA 0,056 0,444* -0,142 -0,297* -0,167
MACROP 0,083 049* -0,117 -0,216 -0,212
MICROP -0,321* -0,388* -0,338* -0,347* 0,215
CAA%LF}ET' 013 0526* -0060 -0,183 -0,163
DENSIDADE 0,166 -0,204 0,372* 0,490* -0,028

Legenda: * Significativo a 0,05.

Os processos de mudanca do uso do solo tém o potencial de alterar os
parametros fisico-quimicos do solo, e consequentemente a estrutura e a diversidade da

comunidade microbiana associada a esse solo. Alguns parametros fisico-quimicos do
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solo, como nitrogénio total, pH e densidade, que apresentaram correlacbes com as
quantificacOes dos genes analisados nesse trabalho, seréo abordados a seguir a partir de
levantamento bibliografico de literatura presente sobre o tema.

5.6.3.1 Nitrogénio

Nas analises de correlacdo, o nitrogénio total do solo demonstrou correlacéo
positiva com as quantificacbes dos genes 16S rRNA de Bacteria e 16S rRNA de
Archaea, obtidas por meio de qPCR, sendo os coeficientes de correlacdo de 0,296 e
0,276, respectivamente, com valor-p <0,05.

O Nitrogénio € um elemento vital para qualquer organismo vivo, pois é essencial
para a formacdo de biomoléculas, dentre as quais se destacam as proteinas e 0s acidos
nucleicos (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Este elemento, sendo considerado um
substrato para 0 crescimento ou para respiracdo, pode afetar a estrutura das
comunidades microbianas, na medida em que estas podem competir pelo nitrogénio do
solo (CLEGG, 2006). Em solos de pastagens, as comunidades microbianas podem estar
associadas ao aumento nas concentragBes de carbono, nitrogénio e magnésio
(RODRIGUES et al., 2013).

O enriquecimento de nitrogénio no solo, por meio de adubacdes nitrogenadas,
pode estar relacionado com a diminuigdo da diversidade das comunidades microbianas
associadas a estes solos (DONG, Y-H et al., 2016). A partir da literatura, pode-se
verificar que o aumento de nitrogénio no solo diminuiu o numero de cépias do gene 16S
rRNA de Bacteria (ZHOU, 2017), sugerindo uma diminui¢do desta comunidade.
Contudo, estudos tém demonstrado que em pastagens, as comunidades microbianas
podem estar associadas ao aumento das concentracfes de nitrogénio presentes
(RODRIGUES et al., 2013).

Apesar do nitrogénio ndo ter demonstrado correlagdo com as quantificacdes dos
genes associados a metanotrofia (pmoA e mmoX), como pode ser observado na Tabela
6, é demonstrado na literatura que altos niveis de adubacgdo nitrogenada que podem ser
empregados em pastagens e florestas manejadas, os quais aumentam a disponibilidade
do nitrogénio no solo, tém o potencial de reduzir a metanotrofia (HUTSCH, 1996), cuja
comunidade pode ser verificada pelos genes descritos acima. Estudos tém demonstrado
que o0 aumento das concentracdes de nitrogénio no solo, a partir de adubacfes, pode
favorecer a comunidade metanogénica (mcrA) presente no solo (LIU; WU, 2017).
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Assim, é sugerido que as respostas da microbiota ao enriquecimento de
nitrogénio podem ser especificas de cada solo (DONG et al., 2016), 0 que pode estar
relacionada com as demais caracteristicas fisico-quimicas do solo, bem como os

periodos de sazonalidade.

5.6.3.2 pH

Como demonstrado na Tabela 5, a variavel pH demonstrou correlagéo positiva
(com valor-p< 0,05) com as quantificagdes dos genes 16S rRNA Bacteria, mcrA e
pmoA. No entanto, as correlagfes ndo foram estatisticamente significativas com o0s
genes mmoX e 16S rRNA de Archaea.

O pH € um importante parametro fisico-quimico do solo com potencial de
influenciar a estrutura e a diversidade das comunidades microbianas presentes neste
ambiente. (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Desse modo, 0S processos nhaturais e
antropogénicos contribuem para as variacdes de pH no solo, ocasionando modificacdes
na microbiota (LAUBER et al., 2009), bem como em sua funcionalidade (PROSSER,;
NICOL, 2012). Neste sentido, o pH do solo modula a solubilidade dos minerais e,
consequentemente, a disponibilidade de nutrientes a microbiota do solo (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006), o que pode ser considerado um importante fator relacionado a
abundéancia destes microrganismos.

Os solos de floresta possuem valores de pH menores e valores de aluminio
maiores do que os apresentados pelas pastagens (RODRIGUES et al., 2013), o que pode
estar relacionado com as queimadas na vegetacdo para implementacdo das pastagens,
gerando enormes quantidades de cinzas que contribuiriam para o aumento dos valores
de pH (FERNANDES et al., 2002), o que poderia alterar a estrutura dessas
comunidades.

Em trabalhos descritos na literatura, demonstra-se que a diversidade bacteriana é
maior em valores de pH proximos a neutro. No entanto, diversos grupos podem ser
favorecidos em valores de pH mais acido (WU et al., 2017).

Evidencia-se que 0s processos relacionados ao consumo do metano sejam
alterados pelo pH, na medida em que este pode modular o funcionamento da microbiota
metanotrofica (KING et al., 2000). Como os valores de pH das pastagens tendem a ser
maiores que os das florestas, tal fator poderia estar relacionado a maior quantificagdo do
gene pmoA em solos de pastagens do que nos solos das florestas, sendo o pH um fator
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contribuinte a este processo, pois é evidenciado que um grande numero de bactérias
metanotroficas sdo encontradas em ambientes com pH mais préximos a neutro, sendo
que a atividade metanotrofica pode ser inibida em valores de pH mais &cidos
(HUTSCH, 1996). Isto também aplica-se as quantificacdes apresentadas pelos
microrganismos metanogénicos, as quais foram maiores em pastagens. A partir da
literatura, também pode-se encontrar dados que demonstram que os valores de pH
considerados 6timos para as arqueias metanogénicas sdo aqueles proximos a neutro e,
como ocorre na metanotrofia, a atividade de metanogénese também pode ser inibida em
valores mais baixos de pH (WANG et al., 1993).

5.6.3.3 Densidade do solo

Como demonstrado na Tabela 5, a varidvel densidade demonstrou correlacdo
positiva (com valor-p< 0,05) com as quantificacdes dos genes mcrA e pmoA. No
entanto, as correlacGes ndo foram estatisticamente significativas com os genes mmoX e
16S rRNA de Archaea e 16S rRNA de Bacteria.

A densidade é um fator que esta relacionado com a porosidade do solo, de forma
que solos com maiores densidades podem apresentar porosidades menores (VERCHOT
et al., 2000). E relatado na literatura que solos de pastagem apresentam valores de
densidade maiores que o os solos de florestas primérias, enquanto as florestas
secundarias apresentam valores de densidade proximos aos valores encontrados nas
florestas primarias (VERCHOT et al., 2000).

Neste sentido, verificou-se que os valores de densidade dos solos estudados
apresentaram correlacdes positivas com as quantificagdes dos genes mcrA (gene
marcador funcional de metanogénicas) e pmoA (gene marcador funcional de
metanotroficos). Os dois genes apresentaram maiores quantificacdes em solos de
pastagens do que em solos de florestas. Na literatura, é evidenciado que a densidade e a
porosidade possuem grande influéncia sobre a metanotrofia (TATE et al., 2006), o que
pode sugerir a maior quantificacdo do gene marcador de metanotréficos nessa area.
Além disso, como os solos de pastagens podem ser mais densos e compactados do que
os solos florestais, tal compactacdo contribuiria para a formacdo de um ambiente
anodxico, ideal para as metanogénicas (FREY et al., 2011; SIBANCA et al., 2014), o que

também poderia sugerir a maior quantificacdo deste gene nos solos de pastagens.
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5.6.4 Abundéancia dos genes
5.6.4.1 Abundéncia de bactérias e arqueias

Como pode ser verificado no Gréfico 1, os resultados obtidos pela técnica de
PCR quantitativo em tempo real (QPCR), para o gene 16S rRNA de Bacteria,
demonstraram quantificacGes diferenciadas para o gene de acordo com os usos do solo e
com os periodos de sazonalidade. No periodo umido (julho), pode-se verificar a maior
abundancia do gene em solos de pastagens e em solos das florestas secundarias. No
periodo seco (novembro), a maior abundancia do gene foi encontrada em solos de
pastagens. Dentre as épocas de sazonalidade, os solos no periodo seco demonstraram
maiores quantificacbes do gene 16S rRNA de Bacteria. No Grafico 2 estdo
representadas as quantificacdes obtidas para o gene 16S rRNA de Archaea, por meio de
gPCR, para os solos sob diferentes usos e quanto aos periodos de sazonalidade.
Verificou-se que, tanto no periodo Umido como no periodo seco houve maior
abundancia do gene em solos de pastagens. Porém, comparando-se os dois periodos,
houve maior abundancia do gene 16S rRNA de Archaea na época seca.

Estes resultados demonstram que os periodos de sazonalidade e os diferentes
usos do solo tém o potencial de alterar a abundancia das comunidades microbianas de
Bacteria e Archaea. Diversos estudos tém demonstrado que as comunidades
microbianas respondem fortemente & conversdo da floresta amazénica em areas de
pastagem. E evidenciado que, apds a conversdo de florestas a pastagens, pode ocorrer
um aumento da abundancia das comunidades microbianas presentes nesses solos. No
entanto, apds a conversdo, estas comunidades tornam-se mais semelhantes atraves do
espaco, levando a uma homogeneizacdo da microbiota (RODRIGUES et al., 2013).
Neste sentido, tal fator poderia explicar as maiores abundancias dos genes 16S rRNA de

Bacteria e 16S rRNA de Archaea encontrados nos solos das pastagens.
5.6.4.2 Abundéncia de microrganismos metanotréficos e metanogénicos

O gene funcional mcrA (marcador molecular de microrganismos
metanogénicos) apresentou maior abundancia em solos de pastagens do que nos solos
de floresta, tanto no periodo imido como no periodo seco, como pode ser observado no

Gréfico 3. No entanto, no periodo umido, as quantificacbes demonstraram maiores
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abundancias do gene. As quantificacbes dos genes funcionais pmoA e mmoX
(marcadores moleculares de microrganismos metanotréficos) demonstraram que as
areas de pastagens, florestas primarias e secundérias estudadas, apresentam abundancias
distintas para estes genes funcionais.

A abundancia do gene pmoA foi maior em solos de pastagem, tanto na época
seca como na época Umida, sendo que, nesta Ultima, a abundancia apresentada para este
gene foi maior. O gene mmoX apresentou maiores quantificacdes em solos de florestas
secundarias, seguida por pastagens e florestas primarias, nos dois periodos analisados e,
de forma semelhante ao gene pmoA, a sua abundancia foi maior no periodo umido.
Estes resultados demonstram que os periodos de sazonalidade e os diferentes usos do
solo ttm o potencial de alterar a abundancia das comunidades metanogénicas e
metanotroficas.

A relacdo de proporcéo entre os genes mcrA e pmoA (Tabela 6) demonstra que o
namero de cdpias do gene mcrA é sempre maior do que 0 do gene pmoA nas pastagens,
sendo que, nas florestas primérias, a relacdo se inverte, ou seja, 0 niUmero de copias do
gene pmoA é maior do que o de mcrA. Quanto as florestas secundarias, ha mais
nimeros de copias do gene mcrA em relacdo ao gene pmoA no periodo Umido, ja no

periodo seco ocorre 0 contrario com essas areas.

Tabela 6: Relagdo entre os genes mcrA e pmoA nas areas e épocas de coleta

. Periodo timido Periodo seco
Areas
mcrA pmoA mcrA pmoA
Florestas Primarias 0,58 : 1 0,15 : 1
Florestas Secundarias 1,14 : 1 0,50 : 1
Pastagens 2,65 : 1 9,91 : 1

5.6.5. Discusséo

As areas de pastagem apresentaram maiores abundancias dos genes 16S rRNA
de Bacteria e 16S rRNA de Archaea, mcrA e pmoA. Dentre as duas areas de pastagem
utilizadas para o estudo (pastagem 2, com 10 anos, 3°18.832'S, 54°54.585'W, e
pastagem 3, com 20 anos, 3°07.881'S, 54°57.469'W), a pastagem 3 apresentou as

maiores abundancias, quanto a quantificacdo, para os genes 16S rRNA de Bacteria,
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mcrA e pmoA nas duas épocas analisadas (periodo Uumido e seco). Esta pastagem
apresenta 0os maiores valores de pH dentre as areas estudadas, como pode ser observado
no Grafico 6 apresentado abaixo. Como citado anteriormente, a partir de estudos
presentes na literatura, esperava-se que as pastagens apresentassem valores mais
elevados de pH, comparados aos valores das florestas, o que foi confirmado para as
areas estudadas. Neste sentido, a maior abundancia encontrada para 0S genes
marcadores moleculares de metanotréficos (pmoA) e de metanogénicos ( mcrA), bem
como a do gene 16S rRNA de Bacteria, pode estar associada, dentre inimeros fatores,
ao pH mais elevado encontrado nestas pastagens. O pH mais elevado, neste sentido
poderia favorecer o desenvolvimento das comunidades microbianas, bem como 0s
processos relacionados a metanotrofia e metanogénese, como foi evidenciado
anteriormente a partir da literatura e pelas correlagbes positivas apresentadas pelos
genes em questdo com o pH (topico 5.6.3.2).

E citado na literatura que o aumento dos niveis de nitrogénio no solo diminui o
namero de copias do gene 16S rRNA de Bacteria (ZHOU et al., 2017). Como citado
anteriormente, os valores de nitrogénio das areas estudadas apresentaram correlacédo
positiva com as quantificacbes dos genes 16S rRNA de Bacteria e 16S rRNA de
Archaea. Desta forma, a abundancia do gene 16S rRNA de Bacteria, na pastagem 3,
também pode estar relacionada aos niveis de nitrogénio diminuidos nesta area, como
demonstrado no Grafico 7 abaixo. No entanto, também é demonstrado que, em
pastagens, as comunidades microbianas podem estar associadas ao aumento das
concentragOes de nitrogénio (RODRIGUES et al., 2013), o que poderia demonstrar a
abundancia do gene 16S rRNA de Bacteria na pastagem 2, na qual é demonstrado um
aumento nas quantidades de nitrogénio presentes (Grafico 7).

Verificou-se que a pastagem 3 e a floresta secundaria 2 (3° 15.466° S, 54°
53.320° W) possuem altos valores de densidade, sendo este valor maior na floresta
secundaria, como pode ser observado no Grafico 8, mas entre a média das areas, a
densidade foi maior nas pastagens. A densidade do solo, como citado anteriormente, foi
um parametro que apresentou correlacdo positiva com as quantificacbes dos genes
mcrA e pmoA. As arqueias metanogénicas, microrganismos anaerobios, podem ser
encontradas de forma mais abundante em pastagens e em solos utilizados pela
agropecuaria, uma vez que estes solos tendem a ser mais compactados, com menos
porosidade do que os solos florestais. E tal compactacdo, ocasionada pelo manejo de

animais e/ou implementos agricolas, contribuiria para a formagdo de um ambiente
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anoxico, ideal para as metanogénicas (FREY et al., 2011; SIBANCA et al., 2014). Isto
explicaria, em parte, a maior abundancia, quanto a quantificacdo do gene mcrA, destas
arqueias encontradas em solos de pastagem em relagdo aos solos de floresta. Além
disso, os excrementos dos animais incorporados ao solo podem fornecer uma fonte
nutricional a mais aos microrganismos metanogénicos, na medida em que sdo materiais
que apresentam decomposicdo mais facil do que os encontrados nas florestas, além
disso, o0s excrementos podem contribuir na incorporacdo de microrganismos
metanogénicos ao solo, uma vez que tais microrganismos também sdo encontrados no
trato digestorio dos bovinos (GATTINGER et al., 2007; PREM et al., 2014).
Esperou-se, a partir da literatura, encontrar maiores quantificacdes de
microrganismos metanotroficos, por meio dos genes pmoA e mmoX, também em solos
de pastagens. Tal proposicdo deveu-se ao fato de que essas comunidades poderiam ser
encontradas de forma associada, uma vez que as arqueias metanogénicas produzem
metano que, potencialmente, poderia ser consumido pelas bactérias metanotréficas. E,
como metanogénicas foram quantificadas de forma mais representativa em solos de
pastagens, as bactérias metanotrdficas consumidoras de metano poderiam também ser
encontradas em solos em pastagens (NUSSLEIN; LAMMEL et al., 2015). Esta
suposicdo pode ser confirmada apenas para metanotroficos portadores do gene pmoA,
por meio da técnica de PCR quantitativo em tempo real, pois encontrou-se maiores
quantificacbes deste em solos de pastagens. Isto revelou que 0s microrganismos
metanotroficos, consumidores do metano, também podem ser encontrados de forma
significativa em solos de pastagens. Porém, a propor¢do de metanotréficos, portadores
do gene pmoA, foi maior em solos de floresta do que em solos de pastagem,
demonstrando a importancia de mais estudos sobre os mecanismos de acdo dessas
comunidades no ambiente. Desta forma, tais areas apresentam potenciais distintos para
a producdo e consumo do gas metano, sendo o potencial de producdo maior em

pastagens, e o potencial de consumo maior em florestas.
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Graéfico 6. pH das areas estudadas referentes as duas coletas.
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Gréfico 7. Nitrogénio total das areas estudadas referentes as duas coletas.
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Grafico 8. Densidade do solo das areas estudadas referentes as duas coletas.
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6. Consideracoes finais

Os dados obtidos pela técnica de gPCR confirmaram a hipdtese inicial deste
trabalho, demonstrando que os diferentes usos do solo avaliados (pastagens, florestas
primarias e florestas secundarias), apresentam potenciais distintos para a producéo e o
consumo do gas metano, evidenciado por meio dos resultados das quantificacdes, pelo
namero de copias de cada gene avaliado, em cada area e periodo de estudo.

Verificou-se, por meio dos resultados, que as mudangas do uso da terra tém
grande potencial de alterar a abundancia das comunidades microbianas associadas ao
ciclo biogeoguimico do metano. Os processos de alteracdo destas comunidades se
devem, principalmente, as mudancas das propriedades fisicas e quimicas destes solos,
que ocorrem apds a conversao do seu uso, além do efeito do periodo de sazonalidade.
Com isso, ocorrem alteracGes nos processos mediados por essas comunidades, como a
alteracdo no ciclo biogeoquimico do metano e, consequentemente, no intercambio do

gas do solo com a atmosfera.
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Assim, pode-se notar que as areas convertidas em pastagens apresentam um
maior potencial na producdo do gds metano, pois apresentam maior abundancia de
microrganismos do dominio Archaea e Bacteria, comparado as areas de floresta, com
grande nimero de copias do gene mcrA (marcador de metanogénicos) em relacdo ao
numero de cdpias do gene pmoA, em ambos o0s periodos de sazonalidade: periodo seco
e periodo Umido.

As &reas de florestas primarias apresentaram um nimero mais elevado de cépias
do gene pmoA (marcador de metanotroficos) em relacdo ao gene mcrA, em ambos 0s
periodos de sazonalidade, quando comparadas com as areas de florestas secundarias e
pastagens, demonstrando que as reas de florestas primarias apresentam potencial de

consumo de metano, por meio da a¢do da microbiota metanotrofica.

Ja as éareas de florestas secundarias apresentaram um padrdo similar ao das
florestas primarias de baixo nimero de copias do gene mcrA, enquanto apresentaram
maior nimero de copias do gene mmoX, indicando o potencial da restauracéo florestal
como estratégia para o sequestro do metano.
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