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RESUMO: A diferenca na temperatura e na
distribuicAo de chuvas nas mesorregides do
semiarido pernambucano e a importancia da cultura
da palma forrageira para a pecuaria foram os
principais fatores que levaram a estudar as
comunidades microbianas que interagem nestes
ambientes. O conhecimento da filogenia e
diversidade destas bactérias pode ajudar a melhorar
0 manejo do solo nesta regido tdo peculiar e Unica
no mundo. Foi realizado um pirossequenciamento
do gene 16S rRNA ribossomal para gerar
sequéncias de dados. As diferentes mesorregides
nos diferentes bancos ativos de germoplasmas
(BAGs) mostraram-se diferentes quanto a estrutura
e diversidade bacteriana onde foram realizadas
analises de agrupamento e estudos dos indices de
diversidade. Taxas especificos como proteobacteria
na regido Agreste e actinobacteria no Sertao
mostraram que existem diferengas quanto aos
fatores bibticos e abibticos bem como no manejo
realizado nestes ambientes. Os resultados sugerem
que o uso da pirossequéncia em relacdo as analises
tradicionais atreladas as propriedades fisico-
quimicas do solo podem ajudar no conhecimento de
novos grupos taxondmicos nas comunidades
microbianas.

Termos de indexacao: Caatinga, Proteobacteria,
Actinobacteria.

INTRODUCAO

A regido da Caatinga nordestina é Unica no
mundo e seus contrastes sdo devidos a escassez
de agua e diferengcas nos solos. De acordo com
Trovao et al.(2007), 12% do territério deste bioma
encontra-se no Nordeste Brasileiro e a distribuicdo
de chuvas concentra-se em 3 a 4 meses ao ano,
onde ocorre apenas duas estagbes a seca e a
chuvosa. Esta falta de chuva aliada as altas
temperaturas, alta exposicao ultravioleta e um uso
inadequado da Caatinga pode levar a desertificacéo
(Kavamura et al., 2013; Silva et al., 2004). O solo é

0 maior ambiente de comunidades procariéticas e
isto o faz um ecossistema de extrema importancia
visto que, a relagdo entre a riqueza de espécies
pode estar influenciada pela cobertura a qual esta
sendo estudada. A dificuldade de estudar as
comunidades microbianas através de cultivo
tradicional principalmente a fragao significante como
Bacteria e Archaea, faz com que o0 uso das novas
tecnologias baseada em sequénciamento massal do
gene 16S rRNA ribossomal seja aplicado com
sucesso e ocasionando mudangas na conceituagao
béasica da ecologia molecular e especialmente nas
analises de diversidade microbiana (Klindworth et
al.,, 2012). A interagdo entre planta, solo e seus
habitantes microbianos formam o que chamamos de
rizosfera ambiental (Bais et al., 2006). De acordo
com (Bardgett 2005; Horner-Devine et al., 2004) as
plantas sdo essenciais para a estrutura e funcao
microbiana no solo. Taketani et al. (2014),
estudando a congruéncia funcional da comunidade
microbiana na rizosfera associada a leguminosas
arboreas na regido semiarida do Brasil, observaram
que a comunidade microbiana dos solos rizosféricos
na caatinga podem ter selecionado organismos no
solos que mostram o mesmo papel funcional para
lidar com o estresse apesar de sua atribuicdo
filogenética. Estudo realizado com as comunidades
microbianas da rizosfera de Cereus jamacaru
(Mandacaru) no bioma Caatinga, comparando as
estacdes seca e chuvosa mostra de forma clara que
existem diferencas entre as comunidades
microbianas nos dois periodos estudados e que
durante a estacao chuvosa, ocorreu uma maior
proporgao de bactérias gram-negativas,
especialmente representadas por bacteroidetes e
algumas classes de Proteobacteria, enquanto que
na estacdo seca, uma alta proporgao de bactérias
gram-positivas foram representadas pelo phylum
Actinobacteria e o género Bacillus. (Kavamura et al.,
2013). O mau uso do solo devido as préticas de
manejo pode causar efeitos diretos na comunidade
microbiana influenciando assim na funcao do solo
(Shange et al., 2012). Os impactos causados nestes
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ecossistemas podem afetar de forma preocupante
diversos fatores como: Reciclagem de compostos
organicos, dindmica de nutrientes no solo (Fu et al.,
2000; Parfitt et al.,, 2003; Houghton & Goodale,
2004), e a biodiversidade (Dupouey et al., 2002;
Honnay et al, 2003). A sensibilidade das
comunidades microbianas a estes efeitos pode ser
um bom indicativo para a mudanca da qualidade do
solo em varios ecossistemas, principalmente
ecossistemas como o semiérido brasileiro. Para um
bom entendimento, estudos mais aprofundados de
filogenética atrelada a redes metabdlicas podem
trazer grandes avangos para a taxonomia e uso de
biomarcadores  funcionais onde associacdes
cooperativas e competitivas entre os micro-
organismos de diferentes ecossistemas podem ser
importante para o entendimento da complexa
interagdo microbiana no solo (Xu et al., 2014).

A palma forrageira é uma cultura que tem grande
importancia no bioma Caatinga e o conhecimento
das comunidades microbianas que interagem com
areas plantadas nas diversas mesorregides do
Estado de Pernambuco, podera levar a
compreensdo de muitos problemas que vem
passando este cultivo nos dltimos anos. Diante do
exposto, este trabalho teve como objetivo observar
a diferengca da comunidade microbiana em trés
ambientes da regidao semiarida de Pernambuco:
Agreste, Transigdo e Sertdo em solos dos bancos
de germoplasma ativo (BAG) de palma forrageira do
Instituto Agronémico de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Localizagdo, Amostragem, extracdo e qualidade do
DNA: Foram amostrados o0s solos nas seguintes
regides: Agreste, cidade de Caruaru, situada entre
as coordenadas: 8°14’'18”S, e 35°55'20"W, a uma
altitude de 537m a 138 km da capital, Transicao,
cidade de Arcoverde, cujas coordenadas sao: 8° 25’
08” S e 37° 03’ 00” W e, Sertdo, cidade de Serra
Talhada, cuja as coordenadas sdo: 7° 59°00”S e 38°
19'16"W. A amostragem do solo da rizosfera foi
realizada usando um core de 8 cm de diametro e
profundidade de 5 cm. Cada BAG foi divido por
partes iguais 20 X 20 m, passado um transecto de
20 metros e a cada 1 metro retirado uma amostra
com o core, fazendo uma subamostra. Em cada
BAG, foram realizadas 3 subamostras. Estas
amostras foram levadas a laboratério e extraido o
DNA do solo usando o Kit de Purificagao DNA do
Solo Miniprep HiPura™ -MB542, de acordo com o
fabricante. De cada extracdo foi verificado a
qualidade e quantidade de DNA e depois
misturados em quantidades iguais e enviados para
sequenciamento na Macrogen Inc Korea. Dados de
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processamento foram realizados usando o software
FLX GS Roche Software v. 2.9. Os primers usados
para amplificacdo do gene 16S rRNA foram: 27F

(GAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 518R
(WTTACCGCGGCTGCTGG), da regiao
hipervariavel V1-V3, para cada amostra foi

adicionado um barcode com 10 nucleotideos. As
sequéncias foram processadas usando the
Quantitative Insights Into Microbial Ecology toolkit
(QIIME) (Caporaso, Kuczynski et al., 2010). As
sequéncias com qualidade >Q20 e homopolimeros
>6, foram alinhados. Antes foram removidos os
barcodes e as sequéncias de tamanho esperado
foram mantidas para processamento posterior. As
sequéncias foram agrupadas dentro de OTUs com
97% de similaridade usando UCLUST(Edgar, 2010).
A sequéncia representativa de cada OUT foi
alinhada outra vez no Greengenes coreset usando
PyNAST (Caporaso et al.,, 2010), com sequéncias
classificadas no banco de dados Greengenes via
UCLUST (Edgar, 2010). Foi gerada uma tabela de
OUT no format.Biom. Os perfis de alpha e beta
diversidade foram obtidos de acordo com o Qiime’s
454 tutorial (http://giime.org/tutorials/tutorial.html).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de unidades taxonémicas operacionais
(OTUs) detectadas através deste estudo foram:
9.838 para regido do Agreste, 8.388 para a regido
de transicdo e, 14.849 para a regido do Sertao
Interessante é que o maior numero de OTUs
observadas é inversamente proporcional ao indice
de Chao-1. (Figura 1). Shange et al. (2012),
observaram os maiores indices de Chao-1 em
sistemas de florestais e por ultimo em solos
cultivados. No caso das regides estudadas, este
indice foi maior no Agreste, mostrando uma maior
riqueza, talvez em fungédo de ser uma area onde a
precipitagdo € maior que as demais, ou em fungéo
das plantas de palma plantadas no BAG do Agreste.
Estudos realizados por Fierer et al. (2007) e Singh
et al. (2010), demonstraram que tanto a -
proteobacteria como Actinobacteria possuem um
estilo de vida copiotréfico enquanto que as
Acidobacteria sao oligotréficas (exigem alta
concentracao de nutrientes). Significando que estes
filos podem ser classificados tomando como base a
mineralizagdo do carbono. Isto é interessante, visto
que, no caso da cultura da palma forrageira onde o
cultivo é intenso, bactérias copiotréficas (exigem
baixa concentracdo de nutrientes) deveriam esta
presentes ja que interfere no alto conteludo de
carbono organico, nitrogénio total, e na ciclagem de
nutriente, porém, o filo Acidobacteria variou entre 9
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12%, nao sendo de grande significAncia entre as
mesorregides.
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maior riqueza, porém com uma dominéncia de
espécies microbianas, talvez porque a adaptacao
dos micro-organismos as altas temperaturas e a

18000
16000 I escassez de chuva limite a presenca de algumas
[¢] e
familias.
b 14000
o : 12000 Tabela 1: Caracteristicas quimicas e fisicas dos solos
T r 10000 amostrados por cada mesorregiao.
U v 8000 -
LR — Propriedadesdo solo Agreste Transicdo Sertdo
d 5 H i 55
a 4000 PH (H20)
. 2000 | P (mg/dm?) 228 178 42
Ca (cmol /dm?3) 6.90 560 335
0 - S B Mg (cmol /dm?) 0.75 1.00 1.05
Agreste Transicao Sertao Na (ool /dm?) 6.07 5.08 6.06
Estimacao de Riqueza c - - -
3
®Individuos  mindice de Chao-1 K (cmol./dm*) 0.25 0.19 0.25
. Al (cmol/dm?3) 0.10 0.05 0.10
fFlgl_.lrad1: Qréficodda_ thi’rgagéo do (;r}dlzce (?)e Chz;o-1 em H (cmol./dm?) 493 3.90 3.20
ungao 4do numero dae Individuos por S observagas nas 3
mesorregides do Estado de Pernambuco nos diferentes Bancos S (emol/dm?) 8.0 6.9 4.7
de Germoplasma Ativo (BAG) de palma forrageira. CTC (cmol/dm3) 13.0 10.8 8.0
Areia grossa 48 30 54
De uma forma geral, o solo do Sertdo (Tabela 1) Areia Fina 19 36 20
mostrou-se mais pobre em termos de nutrientes, Silte 29 26 18
principalmente quando observamos o fésforo e Argila 11 8 8
célcio. Alguns autores observaram que quando o pH . . .
do solo é &cido, pode ocorrer a redugdo do nimero Agua Disponivel
de OTUs. Todos os solos estudados estdo na faixa % 8.36 6.15 6.22
de mo?eradamente acidos eci porta:wto, nao caberia mm/cm 112 095 0.90
esta afirmagédo neste estudo, pelo contrario, as P
OTUs na regido do Sertdo foram praticamente o Dap (g/cm) 1.34 154 145
dobro das outras duas regides. Dr (g/icm?) 2.56 2.56 2.56

Na Figura 2, observamos quatro indices de
diversidade em relagdo ao numero de OTUs
encontradas em cada mesorregido. Estes dados de
riqueza e diversidade mostraram que o Agreste
estabelece uma maior riqueza do que a regido de
Transicdo e Sertdo. A riqueza de espécies, a
equitabilidade e a dominadncia das diferentes
espécies (Magurran, 1988) mostram variagbes em
funcdo de fatores bidticos e abidticos e que
influenciam na distribuicdo e selecao de espécies.
No Sertdo, observamos um maior valor de
dominancia e uma menor diversidade, onde valores
de Shannon menores podem ser atribuidos a maior
riqueza de grupos taxon6micos e pela elevada
dominancia. O aumento da riqueza no Agreste e
Transi¢cdo pode ser atribuido a maior precipitagéo
nestas éareas, e assim, o resultado obtido é
condizente com o esperado, visto que, a regido de
Transigdo comportou-se como verdadeira interface
Agreste-Sertao.

Esta diferenga entre Agreste-Transicdo com o
Sertdo em numeros de OTUs pode também estar
relacionada com os diferentes acessos de palma
forrageira, visto que, os BAGs possuem diferentes
plantas e no caso do Sertdo, a rizosfera pode ter

Dap — Densidade aparente; Dr— Densidade real

Com relacdo a composicdo da comunidade
bacteriana nestes solos, podemos dizer que
aparecerem 19 Filos (incluindo os desconhecidos).
A abundancia relativa dos 8 filos mais abundantes
estdo no Grafico 3. Houve diferenca entre a
abundancia relativa dos filos em fungdo das
mesorregides. O filo mais abundante na regido do
Agreste foi a Proteobacteria (57%), seguida de 16%
da Actinobacteria e 10% da Acidobacteria. Ja nas
mesorregides Transicdo e Sertdo, o filo mais

abundante  foi  Actinobacteria  (40%, 38%,
respectivamente) e Acidobacteria (9%, 12%,
respectivamente).

Dentro das Proteobacteria, na regido Agreste,
houve uma predominancia das a e y-Proteobacteria
com um percentual de 37% e 13%, diminuindo os
percentuais na regido de Transicdo e Sertdo.
Enquanto que nas regides de Transi¢cdo e Sertéo,
as predominancias maiores foram das
Actinobacteria: Thermoleophilia (13 e 18%) e
Actinobacteria (24 e 15%) ao nivel de classe. A
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proteobacteria é o filo mais abundante em
comunidade bacteriana do solo, apresentado uma
dominancia maior de 70% em amostras de deserto
(Xu et al, 2014).
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Indice de Diversidade/OTUs observadas

Sertao

m Agreste ® Transigao

Figura 2: Grafico dos indices de diversidade/dominancia nas
trés mesorregides do Estado de Pernambuco nos diferentes
Bancos de Germoplasma Ativo (BAG) de palma forrageira.

No nosso estudo néo foi diferente, porém, as
porcentagens foram menores na regido com maior

aridez, a presenga do filo Actinobacteria foi
aumentando de proporgao. Considerando
percentuais acima de 5% de prevaléncia,

observamos que as familias Gaiellales teve maior
presenga na regido mais arida e de 5% nas outras
regides. Enquanto que, as familias: Rhizobiales,
Rhodospiralles apresentaram uma maior presenga
nas regides de Transicao e Agreste. Alguns grupos
taxondmicos podem responder a mudangas na
composi¢cao do solo, no manejo da terra e também
na perturbagdo do ambiente. Como este estudo foi
realizado em um ambiente onde existe uma grande
diversidade de acessos de palma forrageira, talvez,
este comportamento pode ter sido influenciado pela
rizosfera da palma. Segundo Lanconi et al. (2013),
estudando a diversidade dos micro-organismos na
rizosfera de trés leguminosas no semiarido
nordestino, observaram que, estas comunidades
podem ser visivelmente modificadas na presenca e
auséncia de chuva dependendo de cada situagao,
bem como, das caracteristicas morfoldgicas, fisicas
e quimicas do solo que podem influenciar na
estrutura destas comunidades microbianas.

No nivel de Familia, podemos dizer que a
mesorregido do Sertdo tem aproximadamente 10%
da familia Gaiellaceae, que se caracteriza por ser
termdfila onde o crescimento pode ser entre (45 a
60°C), catalase e oxidase positiva, e de utilizar
varios compostos orgénicos além de possuir uma
caracteristica muito importante que é a presenca de
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acidos graxos ramificados (Albuquerque et al,
2011).
120%
100%
a 1% 2% 1%
b
: : 80% 31% 30%
1 g .
25 o 57%
tn
i c
Vi o40%
a a
%
= 20%
0%
Agreste Transicao Sertao

mUnassigned;Other mk__Bacteria;p__Acidobacteria

mk__Bacteria;p__Actinobacteria mk__Bacteria;p__Bacteroidetes
mk__Bacteria;p__Chloroflexi k__Bacteria;p__Firmicutes
k__Bacteria;p__Planctomycetes k__Bacteria;p__Proteobacteria

k__Bacteria;p__TM7

Figura 3: Abundancia relativa dos maiores grupos taxonémica
observadas nas mesorregides do Estado de Pernambuco nos
diferentes Bancos de Germoplasma Ativo (BAG) de palma

forrageira (Incluidos apenas os filos que possuem uma
abundancia relativa consistente > que 1%.)

A medida que a temperatura é menor e uma
maior precipitacdo, ocorre a predominancia das
ordens Rhizobiales e Rhodospirillales. As familias
que possuem mais de 5% de predominancia sao
Caulobacteraceae, Bradyrhizobiaceae e
Hyphomicrobiaceae, Acetobacteraceae e
Rhodospirillaceae (Figura 4). As demais familias
apresentaram predominancia menor que 5%.

40%
k__Bacteria;p__TM7;c__TM7-1;0__;f__;g__

1%

———=k__Bacteria;p__Proteobacteria;c__Betaprote

ria
teria;p_Proteobacteria;c__Alphaprot
__Rhodospirillales;f_Rhodospir

p_Proteobacteria;c__ Alphaprot
__Rhodospirillales;f_Acetobact

Proteobacteria;c__Alphaprot
hizobiales;f__Hyphomicrobia

doplanes
Proteobacteria;c_Alphaprot
hizobiales;f__Bradyrhizobiac

1%
—eae;
e " k_ga_:(eria;p_ChIoroflexi;c_EIIinSEZQ;o_;
o
= k__Bacteria;p__Actinobacteria;c__Thermoleo
philia;o__Gaiellales;f_Gaiellaceae;g__
3 a_
mk__Bacteria;p__Acidobacteria;c__Acidobacte
- rila;o__Acidobacteriales;f_Koribacteraceae;
9__
= Unassigned;Other;Other;Other;Other;Other

Transigéo Sertao

5%

0%
Agreste

Figura 4: Distribuicdo taxondmica da comunidade microbiana
dos solos a nivel de familia observadas nas mesorregides do
Estado de Pernambuco nos diferentes Bancos de Germoplasma
Ativo (BAG) de palma forrageira. A legenda mostra as unidades
taxonémicas com medias de abundacia relative de > 1%.

De acordo Collins et al. (2008), os solos do
semiarido sdo ambientes onde a selegdo natural
tem levado a selecionar organismos que resistem a
uma variagao extrema de fatores climaticos como a
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incidéncia de chuva e temperatura e que concorda
com os dados obtidos neste estudo. As palmas s@o
da Familia das cactaceae, que estdo extremamente
adaptadas ao semiarido e possivelmente na
rizosfera destas plantas, as comunidades
microbianas devem interagir com as raizes da
palma e como a atividade metabdlica destas plantas
praticamente cessam na estagdo seca, O0s
exsudatos das raizes podem seguir 0 mesmo
padrdo. Estes exsudatos podem ser um dos
componentes que mediam a interagdo entre as
plantas e os micro-organismos neste ambiente em
especial (Bais et al.,, 2006). O resultado deste
estudo mostra de forma bem clara que as diferentes
mesorregides apresentam diferencas nas
comunidades bacterianas em funcdo das diferencas
entre quantidade de precipitacdo e temperatura,
além das diferencas nas caracteristicas do solo.
Também vale ressaltar que cada Banco de
Germoplasma ativo possui diferentes acessos de
palma forrageira e, portanto, estas distintas plantas
pode interferir na interagdo entre as comunidades
microbianas existentes na rizosfera das mesmas.
Como o semiarido pernambucano, principalmente o
bioma Caatinga é pouco estudado quanto a
estrutura de suas comunidades microbianas e as
funcbes que estas possuem em cada ambiente,
podemos esperar que estudos mais detalhados
fossem realizados visando, conhecer e entender de
forma mais contundente a fungdo destes micro-
organismos e seu papel na adaptacdo de uma
cultura como a palma forrageira de tanta
importancia para a pecuaria nordestina.

CONCLUSOES

Com este estudo em larga escala do gene 16S
rRNA ribossomal podemos concluir que o
estabelecimento  de  distintas =~ comunidades
bacterianas nos solos das diferentes mesorregides
do estado de Pernambuco pode ajudar a entender o
comportamento destas bactérias e que a diferencas
na distribuicdo de chuvas e as altas temperaturas
podem influenciar na composi¢do, estrutura e
filogenia. Além da interferéncia da cultura da palma
que por ser uma planta altamente adaptada ao
semiarido, pode modificar de forma importante a
diversidade destes micro-organismos. Futuros
estudos devem ser realizados para elucidar e
validar as divergéncias encontradas em alguns
taxas.
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