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RESUMO

A Caatinga ¢ um bioma exclusivamente brasileiro, predominando na regido nordeste.
Esse bioma caracteriza-as por grande riqueza da fauna e da flora, porém pouco é conhecido
sobre a diversidade microbiana. Nos ultimos anos, a Caatinga vem sofrendo um intenso
processo de desertificacdo, principalmente no semiarido, causando varios danos a paisagem
natural, degradacdo do solo e consequentemente perda da biodiversidade. Assim, esse trabalho
teve como objetivo caracterizar a diversidade bacteriana do solo de Caatinga e analisar
possiveis alteragcdes dessas comunidades com processo de desertificacao. Esse trabalho analisou
sequéncias metagendmicas obtidas por sequenciamento para classificacdo taxondmica e
funcional de duas areas, uma de reserva e outra sob degradagdo, usando a plataforma MG-
RAST. Adicionalmente, foram avaliadas a composi¢ao quimica das amostras de solos de ambas
as regides. Os solos apresentaram-se acidos, com quantidades relativamente similares de K, Al,
matéria organica e carbono orgénico. Entretanto, P, Ca, Mg e N apresentaram concentragdes
mais elevadas na area degradada, refletindo efeitos do tempo longo de manejo praticando na
area. Quanto a diversidade taxondmica, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
regides. Foi detectado uma dominancia do Dominio Bacteria representado em sua maioria pelos
filos Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Planctomycetes, Cyanobacteria e
Bacteroidetes. Entre as classes e as ordens dominantes destacaram-se as proteobactérias,
Alphaproteobacteria (Rhizobiales), Betaproteobacteria (Burkholderiales), Deltaproteobacteria
(Myxococcales, Desulfuromonadales, Syntrophobacterales e Desulfovibrionales) e
Gammaproteobacteria (Alteromonadales, Xanthomonadales, Enterobacteriales, Chromatiales e
Pseudomonadales), além de Actinobacteria (Actinomycetales e Solirubrobacterales).
Semelhantemente também nao foi detectado diferengas nas categorias funcionais entre as duas
regides estudadas. Foi observado uma abundancia dos metabolismos constitutivos comuns nos
ambientes, além de resposta ao estresse. Esse trabalho trouxe a caracterizagdo do microbioma
do solo da Caatinga fornecendo uma grande contribuicdo para os estudos de ecologia
microbiana e prospeccdo biotecnologica. Apesar de ndo ter sido detectado alteragdes na
composicdo taxondmica e funcional na area degradada, ndo significa que ndo esteja sendo
impactado por agdes antropicas e a desertificacdo. No entanto, analises em niveis mais
especificos devem ser realizadas, além de ferramentas estatisticas para chegar a uma real
conclusdo sobre os efeitos da desertificagdo, e a partir disso, auxiliar em futuros projetos de uso
sustentavel do solo, ou de recuperagdo das areas ja degradadas.

PALAVRAS-CHAVE: Caatinga, Desertificacdo, Diversidade Microbiana, Metagendmica.



ABSTRACT

Caatinga is an exclusively brazilian biome, mainly in the Northeast. This biome is
characterized by great wealth of fauna and flora, but little is known about the microbial
diversity. In recent years, the Caatinga has been suffering an intense process of desertification,
especially in the semi-arid, causing several damages the natural landscape, soil degradation and
loss of biodiversity. Thus, this work had as objective to characterize soil the bacterial diversity
of Caatinga and analyze possible changes of those communities with desertification. This work
analyzed the metagenomic sequences obtained by sequencing for taxonomic and functional
classification of two areas, a reserve and one under degradation, using the platform MG-RAST.
In addition, we evaluated the chemical composition of the soil samples of both regions. The
soils were acids, with relatively similar quantities of K, Al, organic matter and organic carbon.
However, P, Ca, Mg and N showed higher concentrations in the degraded area, reflecting long
time effects of bad use of the soil. As the taxonomic diversity, the significant differences were
observed between regions. It was detected the dominance of Bacteria represented mostly by
phyla Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Chloroflexi, Planctomycetes, Cyanobacteria
and Bacteroidetes. Between classes and dominant orders were the Proteobacteria,
Alphaproteobacteria (Rhizobiales) Betaproteobacteria (Burkholderiales) Deltaproteobacteria
(Myxobacteria, Desulfuromonadales, Syntrophobacterales and Desulfovibrionales) and
Gammaproteobacteria (Alteromonadales, Xanthomonadales, Enterobacteriales, Chromatiales
and Pseudomonadales) and Actinobacteria (Actinomycetales and Solirubrobacterales).
Similarly also not detected differences in functional categories between the two regions studied.
It was observed an abundance of metabolisms constituting common in environments, as well
as response to stress. This work brought the characterization of Caatinga soil microbiome
providing a great contribution to the studies of microbial ecology and biotechnology
prospecting. Although no changes were detected in the taxonomic and functional composition
in the degraded area does not mean it is not being impacted by anthropogenic actions and
desertification. However, analysis on more specific levels should be performed, and statistical
tools to reach a real conclusion about the effects of desertification, and from that, assist in future
projects on sustainable land use, or recovery of degraded areas.

KEYWORDS: Caatinga, Desertification, Microbial diversity, Metagenomics.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga ¢ o unico bioma exclusivamente brasileiro. Predominantemente, ela situa-
se na regido nordeste, ocupando uma éarea de 844.453 Km?, correspondendo cerca de 11% do
pais (BRASIL, 2016). Em relacdo as suas condigdes fisicas e climaticas, peculiares da regiao
semiarida, a Caatinga apresenta uma grande diversidade de vegetacdo, altamente adaptada as
condi¢des ambientais como escassez de agua e nutrientes (ALVES, 2008; CEARA, 2010).

A Caatinga, atualmente, vem enfrentando um processo de desertificagdo muito intenso,
principalmente, na regido do semiarido, sendo o Ceara um dos estados mais afetados, onde
encontram-se as areas mais susceptiveis a desertificagio desse bioma (CEARA, 2010). Assim,
acredita-se que o processo de degradacdo da Caatinga tem sido aumentado devido aos fatores
antropicos como o manejo inadequado do solo na agricultura, a derrubada de arvores, as
queimadas, entre outros (MILHOME et al., 2009; CASTRO; FERREIRA; MATTOS, 2011).

Nesse sentido, levanta-se a possibilidade de que esse intenso processo de degradagdo
enfrentado pela Caatinga pode estar afetando a sua diversidade microbiana. Assim, ¢ importante
destacar que a microbiota presente na Caatinga realiza muitas fun¢des importantes que
contribuem para a manutengdo desse ecossistema. No entanto, pouco ¢ conhecido sobre a
estrutura e composicdo dos micro-organismos desse bioma. Assim, conhecer a comunidade
microbiana presente nesse ecossistema ¢ imprescindivel para avaliar os impactos sofridos na
Caatinga, assim como promover estudos voltados para a reducao desses impactos por meio de
projetos de manejo sustentaveis, visando a restauracao de areas ja degradadas.

Dessa maneira, ¢ importante destacar que a comunidade microbiana tem grande
importancia para a sustentagdo do equilibrio e desenvolvimento dos ecossistemas através da
manifestagdo do seu potencial genético. Assim, percebe-se que a alteracdo das comunidades
bacterianas, pode gerar desequilibrio de fungdes importantes nos ecossistemas realizadas pelos
micro-organismos, que siao responsaveis por inimeros processos bioldgicos, como por
exemplo, a mineralizagdo dos nutrientes, tornando-os disponiveis na solugao e estruturacao do
solo (LAVELLE, 2000; BONONI, 2016).

Nesse contexto, os estudos metagenOmicos comparativos de comunidades
microbioldgicas de ambientes naturais tem mostrado avangos ao conhecimento sobre essa
grande diversidade, mostrando alteracdes taxondmicas e funcionais entre varios ecossistemas
sob interferéncias antropicas pelo mundo. Sendo assim, esse trabalho buscou estudar a
diversidade bacteriana presente em solos de regides da Caatinga, visando contribuir com
conhecimento sobre a diversidade bioldgica desse bioma, ainda tdo pouco explorado, como

avaliar possiveis alteragcdes dessas comunidades em areas degradadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Bioma Caatinga

O termo Caatinga define um dos tipos de vegetagao xerofila do nordeste brasileiro,
especificamente, aquele encontrado sobre os solos rasos e pouco permeaveis dos afloramentos
cristalinos amplamente distribuidos na regido (RIZZINI, 1979). Segundo Alves (2007), a
origem desse termo vem do tupi-guarani, Caa (mata) e Tinga (branca), mata branca, o que
caracteriza a paisagem no periodo de estiagem quando a vegetagao perde as folhas e fica com
um aspecto seco e sem vida.

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, a Caatinga ¢ unico bioma exclusivamente
brasileiro. Ela situa-se, predominantemente, na regido nordeste do Brasil, englobando os
estados de Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhao, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais, ocupando uma area de cerca de 844.453 quilometros
quadrados, o equivalente a 11% do territério nacional (BRASIL, 2016).

De acordo com Alves (2008), o clima presente na Caatinga é quente e seco, com indices
pluviométricos muito baixos, em torno de 250 a 900 mm anuais, 0 que proporciona uma
fisionomia desértica no bioma. As areas de planicie estdo sujeitas a um periodo de seca muito
mais longa e severa que as areas planalticas, periodo que dura aproximadamente sete meses,
mas que as vezes pode chegar até doze meses. Nao so a taxa de precipitagdo anual é mais baixa,
como também as temperaturas sdo em geral mais altas. No entanto, estudos mostram que a
Caatinga abriga espécies de animais e plantas adaptadas ao clima seco desse geoambiente
(ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009).

Segundo Alves (2008), as planicies possuem solos do tipo latossolos, que sdo argilosos
e minerais, com boa porosidade e rico em nutrientes. Ja nos planaltos, os solos gerados a partir
da decomposi¢do do arenito sdo extremamente pobres em nutrientes e altamente acidos,
formando depositos arenosos ou pedregosos rasos, que se tornam mais profundos onde a
topografia permite, afloramentos rochosos ¢ uma caracteristica comum das areas mais altas.
Porém, estes afloramentos rochosos e os solos pouco profundos formam as condigdes ideais
para os cactos, que crescem, em fissuras ou depressdes da rocha onde a acumulagdo de areia,
pedregulhos e outros detritos, juntamente com o humus gerado pela decomposicao de restos
vegetais, sustentam o sistema radicular destas suculentas. Desse modo, percebe-que a vegetagao
da Caatinga est4 adaptada as condigdes fisicas e climaticas, como escassez de dgua e nutrientes,
assim como as caracteristicas dos tipos de solos presentes no bioma (ANDRADE-LIMA, 1981;

ANDRADE-LIMA, 1989; ALVES, 2008).
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A vegetacdo da Caatinga possui caracteristicas bem estabelecidas: arvores baixas e
arbustivas que, geralmente, perdem as suas folhas na estacdo seca (espécies caducifolias), além
de muitas cactaceas. A Caatinga apresenta trés categorias de plantas: arboreo (8 a 12 metros),
arbustivo (2 a 5 metros) e o herbaceo (abaixo de 2 metros). No entanto, ¢ importante destacar
que algumas espécies nao perdem as suas folhas na periodo seco, entre elas destaca-se o juazeiro
(Zizyphus joazeiro), uma das plantas mais tipicas desse bioma. As espécies vegetais que
habitam na Caatinga, geralmente, possuem folhas pequenas, que ¢ uma adaptagdo para reduzir
a transpiragdo. Além de cactaceas, como Cereus (mandacaru e facheiro) e Pilocereus
(xiquexique), esse bioma também apresenta muitas leguminosas (mimosa, acécia, etc.)
(ALVES, 2007).

Desse modo, Barbosa, Barbosa e Lima (2003) também defendem que as estratégias
fenoldgicas vegetativas das plantas lenhosas da Caatinga estdo mais adaptadas ao clima e a
dependéncia da disponibilidade de 4gua no solo durante a estagdo seca. Assim como, Alves
(2008) também destaca as eficientes estratégias adaptativas da vegetagdo desse bioma em
relacdo ao clima quente e seco, pois as espécies vegetais que habitam na Caatinga, sdo em geral,
dotadas de folhas pequenas, uma adaptagao para reduzir a transpiragao.

Quanto a fauna, a Caatinga também apresenta uma grande biodiversidade, abrigando
178 espécies de mamiferos, 591 de aves, 177 de répteis, 79 espécies de anfibios, 241 de peixes
e 221 abelhas. Além disso, aproximadamente 27 milhdes de pessoas vivem na regido, a maioria
carente e dependente dos recursos naturais do bioma para sobreviver (BRASIL, 2016). Desse
modo, percebe-se, claramente, a importancia da preservacdo desse bioma, uma vez que, ele

relaciona-se direta ou indiretamente com uma ampla diversidade bioldgica existente nele.
2.2 Problematica na Caatinga: processo de desertificacao

Atualmente, a Caatinga vem enfrentando um processo de desertificagdo muito intenso,
que tem causado a diminuicdo de sua paisagem natural, prejudicando suas propriedades
geoecologicas primarias devido ao manejo inadequado de técnicas no solo em atividades
humanas (BRASIL, 2016). Estas agdes antropicas sdo relatadas em alguns estudos, por
exemplo, Centurion, Cardoso e Natale (2001), observaram que o cultivo do solo com pastagem,
cana-de-agtcar e milho, em ordem decrescente, causou a perda da qualidade fisica do solo. Do
mesmo modo, Centurion, Beutler ¢ Souza (2004), constataram que as formas de uso
empregadas, com o cultivo de algoddo e cana-de-actcar, provocaram degradacdo nas

propriedades fisicas do solo em relagdo ao solo sob mata. Assim como, Shange et al. (2012)
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também estudaram a diversidade microbiana em solos utilizados na agricultura e constataram

que o manejo inadequado do solo nas praticas agricolas prejudica a sua fertilidade.

Nesse sentido, Moreira et al. (2007) alerta para o processo de alteragdo sofrido pelo
bioma Caatinga devido as agdes antrdpicas, como a substituicdo de espécies vegetais nativas
por cultivos e pastagens e o desmatamento e as queimadas, que sdo praticas comuns no preparo
da terra para a agropecuaria, que, além de destruir a cobertura vegetal, prejudica a manutencao

de populagdes da fauna silvestre, a qualidade da 4gua e o equilibrio do clima e do solo.

Dessa forma, percebe-se que o uso € o manejo inadequado dos solos sdo apontados como
as principais causas de origem antrdpica relacionadas com a desertificagdo. O extrativismo
vegetal e mineral, assim como o superpastejo de ecossistemas nativos ou cultivados € o uso
agricola por culturas que expdem os solos aos agentes da erosdo sdo as principais causas dos
processos de desertificacdo (ACCIOLY, 2000). Além disso, ¢ importante considerar também
que, naturalmente, a degradag@o de solos ocorre devido as condi¢des climaticas especificas do
Semiarido. Precipitagdes pluviométricas intensas e alta taxa de evapotranspiraciao
proporcionam grandes problemas como a perda de matéria organica do solo e sua salinizacao

(OLIVEIRA et al., 2008).

No Estado do Ceard, assim como nos outros estados da regido nordeste, também se
verifica a forte predominancia dos fatores antropicos, que contribuem, de uma forma mais
intensa para acelerar a deteriora¢io da Caatinga (CEARA, 2010). Como exemplo dessas a¢des
antropicas no Ceard, pode-se citar a utilizagdo intensiva de agrotoxicos na agricultura, que
podem trazer grandes prejuizos aos solos e a vegetagdo da Caatinga. Pois a utilizagdo desses
pesticidas € uma caracteristica bem comum nos produtores rurais da regido cearense, seja nas
grandes empresas agricolas, seja na agricultura familiar (MILHOME et al., 2009; CASTRO;
FERREIRA; MATTOS, 2011).

Entre as atividades humanas que também contribuem para acelerar o processo de
desertificacdo, destacam-se: as queimadas, o desmatamento e as culturas irrigadas. Pois de
acordo com Ceara (2010), os solos do nordeste estdo sofrendo um forte processo de
desertificacdo por causa da substituicdo da vegetacdo natural por culturas de plantio, que
utilizam as queimadas. Ja o desmatamento e as culturas irrigadas estdo levando a salinizagao
dos solos, aumentando ainda mais a evaporagdo da agua contida neles e acelerando o processo
de desertificagdo. Nesse sentido, percebe-se, nitidamente, que somente a presenca da vegetacao
adaptada da Caatinga tem impedido a transformacdo do nordeste brasileiro em um enorme

deserto (CEARA, 2010).
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Diante desse contexto, destaca-se que a degradagdo ambiental, nas areas sujeitas a aridez
e a semiaridez, quando submetidos a praticas agricolas inadequadas, gera o estabelecimento dos
processos de desertificagdo. Nesses processos a formagdo de desertos inicia com as
modificagdes na vegetagao, relacionadas as agdes antropicas, ocasionando assim a dissipagao
da cobertura vegetal original, que consequentemente, diminui a disponibilidade de matéria
organica. Em seguida, aparece a erosao do solo e a perda de fertilidade e composicdo edafica

(SA etal., 2013; TAVARES, 2014).

Assim, destaca-se que os estudos de metagendmica comparativa tém sido usados para
comparar comunidades microbianas complexas, visando correlacionar varidveis ambientais
com a estrutura e composi¢ao dessas comunidades; investigar o efeito de perturbagdes naturais
e antropogénicas sobre um ecossistema especifico e monitorar em escala espacial e/ou temporal
as comunidades microbianas em ecossistemas dinamicos.

E importante que os estudos sobre indicadores do processo de desertificacio estejam entre
as prioridades nas pesquisas para subsidiar a tomada de decisdes na esfera politico-
administrativa, dando assim condigdes para se estabelecer prioridades de agdes quanto as
medidas de prevencao, reabilitacdo e recuperagdo de terras degradadas e definir novas linhas
de pesquisa (ARAUJO et al., 2002).

2.3 Diversidade microbiana no solo

Em meados da década de 90, pesquisadores como Pace (1997); Torsvik et al. (1998);
Whitman; Coleman e Wiebe (1998) relataram que a maioria dos micro-organismos do solo nao
eram cultivaveis. Esse fato, estimulou o avanco das ferramentas moleculares, ¢
consequentemente o desenvolvimento da metagendmica. A metagendmica trata-se de um
conjunto de ferramentas moleculares que estuda o DNA total de uma mistura de populacdes
microbianas nao-cultivaveis de amostras ambientais (HANDELSMAN et al., 1998;
HANDELSMAN, 2005).

Essas ferramentas revolucionaram a ecologia microbiana, possibilitando o estudo de
micro-organismos nao-cultivaveis de amostras ambientais, especialmente os solos, que em
outros tempos ndo poderiam ser estudados, uma vez que, ¢ dificil reproduzir por métodos
tradicionais de cultivo as mesmas condi¢des ambientais do ecossistema em que os micro-
organismos estdo inseridos (TORSVIK; GOKSYYR; DAAE, 1990; HANDELSMAN et al.,
1998). A metagendmica ¢ um meio de investigacdo sistematica que busca classificar e

manipular o material genético de amostras ambientais através de bibliotecas e sequenciamento

(ZEYAULLAH et al., 2009).
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Essas ferramentas também contribuem para aplicagdes biotecnologicas a partir da
analise da diversidade taxondmica e funcional de genes de comunidades microbianas inteiras,
revelando informagdes genéticas de enzimas em potencial, ligagdes existentes entre fungao e
filogenia de exemplares ndo cultivaveis e perfis de estrutura e fungdo de diversas comunidades
microbianas (HANDELSMAN, 2004).

No estudo metagendmico, destacam-se as andlises por filogenia, taxonomia e perfil
funcional. A anélise filogenética faz o estudo das relagdes evolutivas e de proximidade genética
entre os micro-organismos, frequentemente, por meio do gene 16S rRNA (PACE; STAHL;
OLSEN, 1985; FIERER et al., 2012; LANGILLE et al., 2013); a analise taxondmica possibilita
o estudo da classificacdao dos taxons e composi¢ao da diversidade microbiana (LANGILLE et
al., 2013) e a analise funcional proporciona o estudo de genes responsaveis por sintese de
moléculas, como proteinas, entre outras (HANDELSMAN, 2004). Segundo Langille et al.
(2013) para se conhecer a atividade metabdlica, ou seja, o perfil funcional de comunidades
microbianas ¢ necessario identificar sua composicdo taxondmica, especialmente por
sequenciamento. Nos estudos de ecologia microbiana de solos, verifica-se que existe uma
enorme diversidade microbiana, estimando-se que um grama de solo pode abrigar até 10 bilhdes
de micro-organismos, possivelmente, milhares de diferentes espécies (ROSELLO-MORA;
AMANN, 2001). Torsvik e Qvreds (2002) ainda constataram que menos de 1% dos micro-
organismos do solo observados sob o microscopio sdo cultivados e identificados, assim, a

grande maioria desses microbios ainda sdo desconhecidos.

A diversidade microbiana apresenta grande complexidade e variabilidade em diferentes
niveis de organizacdo bioldgica. Ela envolve variabilidade genética dentro de taxons entre
espécies; proximidade filogenética entre os micro-organismos; quantidade de microbios
existentes nos solos e abundancia relativa de taxons e de grupos funcionais em comunidades
microbianas (TORSVIK; @VREAS, 2002).

Virios estudos sobre a diversidade microbiana de solos tém relatado a dominancia de
bactérias em relagdo aos outros micro-organismos nos solos. Chelius e Triplett (2001)
estudando arqueias e bactérias associadas a rizosfera de milho (Zea mays L.), verificaram uma
alta diversidade de Bacteria obtendo-se 27 filos, com a dominancia de abundancia relativa dos
filos Actinobacteria e Proteobacteria, em contrapartida a baixa diversidade de arqueias.
Segundo Youssef e Elshahed (2009), os filos bacterianos Actinobacteria e Proteobacteria
juntamente com Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Cyanobacteria,

Bacteroidetes e Verrucomicrobia estdo entre os filos que possuem maior dominancia em varios
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tipos de solos no planeta, como: solos de florestas, terras agricolas, pastos, entre outros.

Os micro-organismos exercem muitas fungdes importantes em diversos processos
ecologicos, como decomposicao de matéria organica (LEJON et al., 2005; GOULART, 2013);
ciclagem de nutrientes e fertilidade dos solos (MARSCHNER; CROWLEY; YANG, 2004;
BONONI, 2016); desenvolvimento da vegetacdo (DINESH et al., 2003; BULGARELLI et al.,
2013), entre outros. Esses papéis desempenhados pelas comunidades microbianas sdo muito

importantes para a manuten¢ao do equilibrio e desenvolvimento dos ecossistemas.

De acordo com Bulgarelli et al. (2013), as bactérias realizam fungdes no solo que
contribuem para o desenvolvimento vegetal. Os papéis desempenhados pelas comunidades
bacterianas ocorrem diretamente por meio da fixagdo bioldgica de nitrogénio, da producdo de
fitormonios e da solubilizagcdo de fosfatos ¢ indiretamente através do aumento da resisténcia a
estresses biodticos e abidticos e do controle bioldgico de fitopatdgenos, entre outros. Desse
modo, ¢ importante destacar o potencial genético desses micro-organismos, por exemplo, os
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria que sdo relacionados com a

promogao do desenvolvimento e crescimento de plantas (BULGARELLI et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
O presente trabalho tem como principal objetivo identificar a comunidade bacteriana

presente em solos da Caatinga em uma area de reserva natural e uma area suscetivel a
desertificagdo, visando contribuir para o conhecimento da diversidade desse ambiente bem
como avaliar possiveis alteragdes na estrutura e composi¢ao da diversidade microbiana.
3.2 Objetivos especificos

a) Analisar os parametros quimicos das amostras de solo coletadas;

b) Caracterizagdo taxondmica das bactérias nas duas areas coletadas da Caatinga;

c) Analisar o perfil funcional das comunidades presentes nas duas areas coletadas da

Caatinga.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Descricao das areas de estudo

As areas de estudo foram selecionadas em relagdo ao seu status de interferéncia antropica:
uma area preservada e uma area em processo de desertificacdo. A area preservada esta inserida
na Reserva Particular do Patrim6nio Natural da “Fazenda Nao me Deixes”, situada no
Municipio de Quixada (Ceard), compreendendo 300 hectares e abrigando uma area da Caatinga
arborea e arbustiva (BRASIL, 2016). A reserva foi criada pela portaria n° 148/98 do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) em 5/11/1998. Essa area apresenta excelentes
condi¢des de conservacao da vegetagdo (ha cerca de 30 anos sem praticas agricolas, pecuaria
extensiva e nenhuma extragdo de madeira), sendo usada para soltura de aves e animais nativos
apreendidos pelo IBAMA em feiras e comércio irregular.

J4 a drea em processo de desertificacdo localiza-se no municipio de Iraucuba (Ceard),
considerado um dos mais criticos em termos de desertificacao do estado do Ceara. Além disso,
a cidade apresenta um clima quente e semiarido e uma pluviometria anual muita baixa, com
uma média historica de 540 mm, devido ao fato desse municipio se localizar a sotavento da
serra de Uruburetama, constituindo-se em uma “sombra de chuva”, causada pela interceptagao
pela serra dos ventos umidos oriundos do oceano (ARAUJO; SILVA, 2013). As atividades
econdmicas predominantes sdo a agricultura de subsisténcia e a pecudria com criagdo de gado,
ovinos, caprinos e suinos (IBGE, 2010).

4.2 Amostragem e obtenciio das sequéncias

Amostras de solos foram coletadas nas duas areas seguindo as orientagdes conforme a
figura 1, buscando obter uma cobertura significativa da diversidade microbiana das areas de
estudo. Ao todo foram coletadas 12 amostras em cada area, com profundidade de 20 cm, usando
um amostrador cilindrico de 10x30 cm.

Ap0s a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos estéreis e transportadas em
gelo, até o laboratorio. No laboratdrio, apos triagem para eliminagdo de pedras ou gravetos, as
amostras foram submetidas para extracio de DNA metagendmico. A extracdo e
sequenciamento do DNA foram realizadas pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia usando a plataforma multiusuério MySeq (I/lumina) da Universidade Federal do

Ceara (UFC).
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Figura 1 - Esquema de amostragem utilizado na coleta de amostras de solos em uma area de
reserva nativa da Caatinga (RES) e uma area em desertificacao (DES).

e
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2013).
4.3 Analise da composi¢cao quimica do solo

As amostras de solo foram submetidas para analise de pH, salinidade, e nutrientes
relacionados com a fertilidade do solo, tais como P, K, Ca, Mg, Al, N, (C.0O), para o Laboratoério
de Analise de Solo da Esalq (USP).

4.4 Analise taxon0mica das sequéncias metagenomicas

As sequéncias metagendmicas obtidas foram anotadas usando o banco de dados
bioldgicos M5SNR para classificagdo taxondmica, disponivel na plataforma MG-RAST
(http://metagenomics.anl.gov), um site governamental que reune vdarios bancos de
armazenamento de dados microbianos de amostras ambientais (MEYER et al., 2008).

Ao todo foram analisadas 11 amostras da é4rea de reserva e 12 amostras sob
desertificacdo referente as triplicatas nas diferentes distancias coletadas. As anotacdes foram
realizadas usando os seguintes parametros: e-Value maximo de le-10, uma identidade minima
de 60%, e um comprimento minimo de 15 alinhamento medido em (aa) para a proteina e (pb)
para bases de dados de RNA (MG-RAST, 2015).

Os dados foram analisados baseando-se na abundéncia relativa calculada a partir das
médias das triplicatas (0,1; 1; 10 e 50 metros) das amostras, tornando as 23 amostras em apenas
duas, denominadas de RES (area de reserva) e DES (drea em desertificacdo).

4.5 Analise funcional das sequéncias metagendmicas

Para a andlise funcional, as sequéncias metagendmicas foram anotadas usando o banco
de dados biologicos Subsystems para reconstrucao de vias metabolicas, utilizando a plataforma
MG-RAST (http://metagenomics.anl.gov). Similarmente a classificacdo taxondmica, as
amostras também foram analisadas como duas amostras, DES e RES representativas das 23
amostras coletadas. Os dados das sequéncias foram comparados com o Banco Subssystems,

usando um e-Value méaximo de le-10, uma identidade minima de 60%, e um comprimento
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minimo de 15 alinhamento medido em (aa) para a proteina e (pb) para bases de dados de RNA

(MG-RAST, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao dos solos

Para avaliar alteracdes decorrentes do manejo e uso do solo devido as atividades
desenvolvidas em DES, a composi¢ao de alguns componentes quimicos do solo foi analisada e
comparada com RES, buscando sinalizar o seu estado de degradagdo ambiental. Foram
quantificados os valores de pH, contetdos de matéria organica (M.O) e carbono organico (C.O)
e alguns nutrientes relacionados com a fertilidade do solo (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracterizacdo quimica de solos proveniente de uma area preservada da Caatinga

(RES) e uma sob desertificagao (DES). Os resultados sao mostrados pelo valor da média das
triplicatas de diferentes distancias (1, 10 e 50 metros).

RES DES
Nutrientes Média/Desvio Média/Desvio
padrio padrio
pH (H20) 5,20+0,3269 5,20+0,2487
pH (KCI) 4,20+0,3536 4,40+0,2062
P (mg/Kg) 1,85+0,4153 35,50+0,5000
K (mmol/Kg) 1,70+0,0829 2,60+0,2586
Ca (mmol/Kg) 13,35+0,6500 48,25+0,2500
Mg (mmol/Kg) 4,60+£0,3210 84,35+0,1500
Al (mmol/Kg) 2,50+0,500 1,50+0,4082
M.O (g/Kg) 13,95+0,6500 14,00+0,5000
C.0O (g/Kg) 8,15+0,4500 8,25+0,2500
N (mg/Kg) 797,8+0,0220 1086,75+0,4725

Os resultados mostraram varios aspectos similares entre as duas regides coletadas. De
modo geral, os solos apresentam-se acidos, com pHs variando entre 4,2-5,2 e concentragdes
relativamente similares com baixo teor de K, Al, especialmente M.O e C.O. Em geral, o solo
do semiarido ¢ raso, com localizados afloramentos de rocha e chdo pedregoso, que ¢ formado
em decorréncia da combinacao desses elementos com um balango hidrico negativo em grande
parte do ano (ALVES, 2008; TRAVASSOS; SOUZA, 2011).

A regido DES apresentou concentragdo mais elevada de P, Ca, Mg e N, indicando
alteragdes na composicdo do solo, que podem estar relacionadas com a utilizacdo de
fertilizantes na agricultura ao longo dos anos (BRASIL, 2016). Esses nutrientes sao utilizados
para ajuste do pH e da fertilidade do solo para praticas agricolas. E importante destacar que a
regido degradada praticamente ndo apresentava mais vegetacao nativa, apresentando apenas

poucos exemplares de cactaceas e arbustos espacados (Figura 2).
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Figura 2 — Area de estudo em degradacio da Caatinga, localizada em Irauguba no Estado do
Ceara.

Segundo os estudos das caracteristicas fisico-quimicas dos solos latossolos vermelhos
de Carvalho Filho et al. (2009), a retirada da cobertura vegetal original para a implantacao de
culturas, aliada com pratica de manejo inadequadas, ocasiona o rompimento do equilibrio entre
o solo e o meio, modificando suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, limitando assim
sua utilizagdo agricola e tornando o solo mais suscetivel a degradacdo e erosao hidrica.

No geral, ¢ encontrado em areas degradadas um aumento nos teores de alguns nutrientes
em tempos de caréncia hidrica, como P (OLIVEIRA et al., 2008) e Mg (GALINDO et al., 2008).
Desse modo, Santos et al. (2008), também observaram um aumento na disponibilidade de Ca
em areas degradadas, geralmente, em decorréncia da disponibilizagdo desse nutriente dos
detritos em decomposicdo. Esse aumento de Ca também pode ocorrer em decorréncia de
perturbagdes nutricionais ocasionadas pela degradacdo, em que o ambiente apresenta uma
rapida resposta a altera¢des hidricas no solo, além da agdo severa da erosdo hidrica que remove

as camadas superficiais do solo, expondo a camada subsuperficial, mais rica em Ca.

O aumento de Ca, P e Mg, acompanhando a intensificacdo da degradacdo, pode ser
explicado pela gradual exposi¢do do solo pela erosdo, expondo os horizontes mais proximos a
rocha de origem, como também pelo efeito de uso prolongado de fertilizantes provocando uma
saturacao do solo por bases, como célcio e magnésio, além de P (OLIVEIRA et al., 2008;
GALINDO et al., 2008; TRAVASSOS; SOUZA, 2011).

De qualquer forma, a reducdo da fertilidade dos solos da Caatinga pode estar
intrinsecamente relacionada com o seu nivel de desmatamento e a retirada da sua vegetacao
nativa. O solo desnudo ou com uma cobertura deficiente estd mais suscetivel aos processos
erosivos (TRAVASSOS; SOUZA, 2011).

5.2 Caracterizacao taxonomica da diversidade microbiana
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Para se estudar os possiveis efeitos sobre a diversidade microbiana em areas preservadas
da Caatinga e dareas desertificadas foi realizado um estudo metagendmico, usando
sequenciamento direto do DNA pela plataforma do [lllumina MySeq. No total, foram
sequenciadas 11 amostras (1 replica da amostragem de 50 metros ndo foi exitosa) sendo 3 de
cada distancia (0,1; 1; 10 e 50). As sequéncias obtidas foram utilizadas para avaliar a

diversidade microbiana presente nos solos das regides estudadas.

Foram obtidas no total 2.097.935 sequéncias, distribuidas da seguinte forma: RESO1
com 537.278; RES1 com 585.738; RES10 com 641.467 e RES50 com 297.452 (2 replicatas).
As sequéncias apresentaram tamanho variando de 165 a 331 pares de bases (pb). Quanto as
amostras de solo degradado foram obtidas no total 2.304.981 sequéncias, distribuidas em
DESO1 com 511.357; DES1 com 533.403; DES10 com 761.769 ¢ DES50 com 498.492

apresentando um tamanho médio de variando de 177 a 313 pb.

Quanto a classifica¢do taxondmica, quase 90% do total das sequéncias foi classificada
em algum Dominio da vida, fazendo que aproximadamente 10% das sequéncias ainda sejam
desconhecidas. Isso implica que ainda existe um grande potencial de genes desconhecidos
nesses sistemas biologicos, juntamente com a demanda existente nos bancos de dados
bioldgicos. Do percentual classificado, houve uma dominancia do Dominio Bacteria (89,01%-
RES e 89,83%-DES). O percentual restante foi constituido por Archaea (0,68%-RES e 0,96%-
DES), Eukarya (1,03%-RES e 0,7%-DES), Virus (0,01%-RES e 0,01%-DES) e a categoria
“Nao classificado”, que representa sequéncias de algum organismo, mas que ndo foi possivel
anotar em nenhuma categoria taxondmica (Figura 3).

Figura 3 - Classificacdo taxondmica em nivel de dominio de sequéncias metagendmicas

obtidas de amostras de solo na area preservada (RES) e em area degradada (DES) da Caatinga,
utilizando-se o Banco de dados M5NR do servidor MG-RAST.
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Dentre os 27 filos bacterianos detectados, estdo representados na figura 4 os mais
abundantes. Apesar das similaridades encontradas entre os filos dominantes em ambas as areas,
foi observado uma reducdo de Proteobacteria ¢ Acidobacteria € um aumento na abundancia
relativa de Bacteroidetes, Firmicutes e Chloroflexi em DES.

Figura 4 - Média da abundancia relativa dos filos bacterianos dominantes (>1%), utilizando-

se 0 Banco M5NR do servidor MG-RAST, encontrados nas areas preservada (RES) e
desertificadas (DES).
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Segundo Youssef e Elshahed (2009), os filos Actinobacteria e Proteobacteria
juntamente com Planctomycetes, Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Cyanobacteria,
Bacteroidetes e Verrucomicrobia estdo entre os filos bacterianos dominantes em varios tipos de
solos no planeta, como: solos de florestas, terras agricolas, pastos, entre outros. Keshri, Mishra
e Jha (2013) estudando a estrutura da comunidade microbiana em solo salino-alcalino,
encontraram, de forma similar, a dominancia dos filos Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Acidobacteria, Planctomycetes, Cyanobacteria e
Verrucomicrobia no dominio Bacteria.

A dominancia dos filos Actinobacteria e Proteobacteria também foi observada por
Chelius e Triplett (2001) estudando micro-organismos em associacdo com as raizes de milho
(Zea mays L.), dentre os 27 filos detectados. Da mesma forma, trabalhos referentes a Caatinga
também encontraram a prevaléncia dos filos Actinobacteria e Proteobacteria. Taketani et al.
(2015) avaliaram amostras de solo da rizosfera na regido do semidrido do Brasil e Bononi
(2016) estudaram o impacto da umidade do solo sobre a estrutura das comunidades bacterianas

e sobre as atividades enzimaticas em solos da Caatinga e da Mata Atlantica.
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Os filos Actinobacteria, Proteobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Acidobacteria,
Planctomycetes, Cyanobacteria, Bacteroidetes e Verrucomicrobia possuem muitas func¢des

importantes em diversos processos ecologicos nos ecossistemas.

Conforme Goulart (2013), Actinobactérias possuem forte atuagdo na decomposi¢ao de
compostos organicos para a ciclagem dos nutrientes nos solos, que consequentemente, colabora
para a melhoria da fertilidade do solo. De fato, os dados da analise fisico-quimica da Tabela 1,
nas areas em estudo, apresentaram teor relativamente baixo de matéria organica, relacionando

a dominancia e a sua atividade na ciclagem de nutrientes.

Ja o filo Proteobacteria apresenta uma vasta diversidade morfoldgica, fisiologica e
metabolica, fazendo que este filo seja de grande importancia para o funcionamento dos ciclos
do Nitrogénio, Carbono e do Enxofre (KERSTERS et al., 2006; COELHO-SOUZA et al.,
2015). De forma semelhante, o filo Firmicutes, funcionalmente, contribui para a execugao dos
processos biologicos de fixacdo de Nitrogénio e da assimilacdo de Enxofre nos solos
(RIBOLDI; MATTOS; FRAZZON, 2013). Além disso, este filo também colabora para a
fixagdo do Carbono no solo (JIANG, 2015).

O filo Cyanobacteria possui a importante funcdo de realizar a Fotossintese devido ao
fato de suas bactérias serem produtores primarios, que produzem energia para si € para as outras
formas de vida. Destaca-se ainda que o acimulo de matéria organica favorece o surgimento e
desenvolvimento das cianobactérias (COELHO-SOUZA et al., 2015). Do mesmo modo, o filo
Chloroflexi também se destaca por realizar o processo de Fotossintese, sendo realizado através
de bactérias fototroficas  anoxigénicas  filamentosas (HOHMANN-MARRIOTT;
BLANKENSHIP, 2011).

Os filos Acidobacteria e Verrucomicrobia possuem a fun¢do de degradar substancias
organicas e hiimicas e t€ém papel importante na ciclagem de Carbono e Nitrogénio nos solos
(RODRIGUES, 2011). De forma semelhante, o filo Bacteroidetes possui o papel de degradar a
matéria organica, contribuindo assim para a ciclagem de nutrientes no solo (CHAVEZ-
ROMERO et al., 2016). Por tltimo destaca-se o filo Planctomycetes, que metabolicamente,
contribui para o funcionamento do Ciclo do Nitrogénio através da via anammox, que consiste
ao processo de oxidagdo anaerdbica do amodnio a dinitrogénio utilizando-se o nitrito como
elemento oxidante (SONTHIPHAND; HALL; NEUFELD, 2014).

O perfil taxondmico das classes bacterianas em RES e DES ¢ mostrado na tabela 2.
Verificou-se que o filo Actinobacteria apresentou apenas uma classe, esse fato deve-se a

dificuldade de cultivar esses micro-organismos em laboratério. Do mesmo modo, o filo
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Planctomycetes ndo apresentou variacao de classe, sendo constituido somente pela classe
Planctomycetia, esses micro-organismos, através da a¢do da enzima nitrito redutase, colabora
para a execucdo do ciclo do nitrogénio nos solos, que por sua vez, contribui para o
melhoramento da fertilidade nos ambientes edaficos (JIANG, 2016).

Ja o filo Proteobacteria, um dos maiores e mais diversificados do planeta,
frequentemente dominante em varios solos (JANSSEN, 2006; SPAIN; KRUMHOLZ;
ELSHAHED, 2009), apresentou maior abundancia relativa de Alphaproteobacteria (63,63%-
RES e 52,85%-DES), seguidas por Betaproteobacteria (14,97%-RES e 16,60%-DES),
Deltaproteobacteria (11,43%-RES e 17,93%-DES) e Gammaproteobacteria (9,54%-RES e
12,01%-DES) (Tabela 2). Alphaproteobacteria possui representantes que executam processo de
fixagdo do nitrogénio no solo, favorecendo a fertilidade edafica (PISA et al., 2011) e realizam
a degradacdo de contaminantes como os hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos (MILITON et
al., 2010; AN et al., 2013) e inseticidas clorpirifos (JABEEN; IQBAL; ANWAR, 2015),
colaborando assim para a biorremediagdo dos ecossistemas contaminados por estes poluentes.
J4 as classes Beta, Delta e Gammaproteobacteria possuem membros que atuam nos processos
de nitrificacdo e de desnitrificacdo, que sdo importantes para o funcionamento do Ciclo do
Nitrogénio (COELHO-SOUZA et al., 2015), estes membros também sdo dominantes nos ciclos
de enxofre e consequentemente do ferro no solo.

No filo Firmicutes as classes dominantes foram Bacilli (51,86%-RES e 48,28%-DES) e
Clostridia (45,26%-RES e 49,02%-DES) (Tabela 2). A classe Bacilli apresenta representantes
que, funcionalmente, contribuem para o funcionamento do Ciclo do Nitrogénio. De modo
semelhante, a classe Clostridia possui membros que colaboram, metabolicamente, para a
execugao dos Ciclos do Nitrogénio, do Enxofre e do Carbono (JIANG, 2015).

Ja no filo Acidobacteria as classes dominantes foram Solibacteres (41,47%-RES e
51,23%-DES), Acidobacteria (classe) (24,42%-RES e 18,80%-DES) e Nao classificado
(34,10%-RES e 29,97%-DES) (Tabela 2). De forma similar, as pesquisas de Bononi (2016)
sobre o impacto da umidade do solo sobre a estrutura das comunidades bacterianas e sobre as
atividades enzimaticas em solos da Caatinga e da Mata Atlantica, apresentou a dominancia das
classes Solibacteres e Acidobacteria (class) no filo Acidobacteria. A classe Solibacteres ¢
constituida de membros que funcionalmente contribuem para o processo de nitrificagdo, que
por sua vez ¢ importante para o ciclo do Nitrogénio (BAL KRISHNA; SATHASIVAN;
GINIGE, 2013). Ja a classe Acidobacteria (Classe) possui representantes que colaboram para o
funcionamento dos ciclos biogeoquimicos do Nitrogénio, do Carbono e do Enxofre

(MOREIRA, 2013).
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Bacteroidetes apresentou uma abundancia relativa muito similar entre as suas classes
Cytophagia (26,44%-RES e 25,09%-DES), Sphingobacteriia (20,90%-RES e 28,57%-DES),
Nao classificado (21,62%-RES e 16,35%-DES), Flavobacteriia (17,49%-RES e 18,76%-DES)
e Bacteroidia (13,54%-RES e 11,22%-DES) (Tabela 2). Saul-Tcherkas, Unc e Steinberger
(2013) estudando a diversidade microbiana do solo em imedia¢des e arbustos do deserto,
também verificou a prevaléncia das classes Cytophagia, Flavobacteriia, Sphingobacteriia e
Bacteroidia. Esse fato deve ser melhor avaliado para verificar as caracteristicas comuns entre
os solos do deserto que favoregam a dominancia de tais organismos. Destaca-se ainda a classe
Flavobacteriia que possui a fun¢do de degradacao de matéria organica, inclusive de decompor
compostos organicos contaminantes no solo (CHATURVEDI; PRAKASH; AWASTHI, 2016).
A classe Cytophagia possui enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos (CAZymes)
que realizam diversas func¢des importantes para o equilibrio e desenvolvimento de um
biossistema (LOMBARD et al., 2014; ANDRADE, 2015). Ja a classe Bacteroidia colabora,
funcionalmente, para o processo de fixagdo de carbono no solo, o qual é importante para o
funcionamento do ciclo do carbono e contribui para a execu¢ao do metabolismo de enxofre nos
solos (JIANG, 2015).

Por ultimo, destaca-se o filo Verrucomicrobia, que apresentou as classes:
Verrucomicrobiae (43,72%-RES e 39,79%-DES), Spartobacteria (32,63%-RES e 32,28%-
DES) e Opitutae (17,98%-RES e 21,71%-DES) (Tabela 2). De forma similar, as pesquisas de
Lima (2011) sobre a diversidade de Bacteria e Archaea em solos de Mata Atlantica no Estado
de Sao Paulo, apresentou a prevaléncia as classes Spartobacteria, Opitutae e Verrucomicrobiae
no filo Verrucomicrobia. As classes Verrucomicrobiae e Opitutae possuem representantes que
através da acdo da enzima dinitrogenase redutase ADP-ribosil trasnferase (DraT) contribuem
para o processo de fixagdo do nitrogénio, o qual ¢ importante para a execugdo do ciclo do
nitrogénio. E necessario destacar que os homologos a enzima DraT estdo restritos a poucos
organismos fixadores de nitrogénio (COSTA, 2015). J4 a classe Spartobacteria contribui
metabolicamente para a disponibilizagdo de carbono no solo, o qual ¢ importante para a

melhoria da fertilidade edafica (ABUJABHAH et al., 2016).
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Tabela 2 - Média da abundancia relativa das principais classes bacterianas (>1%), utilizando-
se o Banco M5NR do servidor MG-RAST, obtidas da area preservada (RES) e sob

desertificagdo (DES).

RES DES
Filos Classes Média/Desvio Média/Desvio
Padrao Padrao
Acidobacteriia 24,42+0,04 18,80+0,01
Acidobacteria | Solibacteres 41,47+0,01 51,23+0,02
Nao classificado 34,10+0,03 29,97+0,02
Bacteroidia 13,54+0,003 11,22+0,01
Cytophagia 26,44+0,01 25,09+0,01
Bacteroidetes | Flavobacteriia 17,49+0,01 18,76+0,009
Sphingobacteriia 20,90+0,02 28,57+0,03
Nao classificado 21,62+0,02 16,35+0,03
Anaerolineae 1,65+0,003 1,84+0,008
Chloroflexi 29,64+0,01 27,90+0,07
Chloroflexi Dehalococcoidetes 2,79+0,002 2,36+0,003
Ktedonobacteria 45,66+0,03 46,06+0,13
Thermomicrobia 27,58+0,14 21,75+0,04
Cyanobacteria Gloeobacteria 14,41+0,01 12,23+0,006
Na3o classificado 86,41+0,01 87,770,006
Bacilli 51,86+0,06 48,28+0,07
Firmicutes Clostridia 45,26+0,06 49,02+0,06
Negativicutes 1,90+0,006 2,40+0,003
Alphaproteobacteria 63,63+0,01 62,85+0,03
Proteobacteria Betaproteobacteria 14,97+0,003 16,60+0,004
Deltaproteobacteria 11,43+0,01 17,93+0,02
Gammaproteobacteria 9,544+0,003 12,01+0,006
Opitutae 17,98+0,009 21,71+0,02
Verrucomicrobia Spartobacteria 32,63+0,02 32,28+0,01
Verrucomicrobiae 43,72+0,02 39,79+0,01
Nao classificado 5,670,004 6,22+0,007

Em relacdo ao perfil taxondmico das ordens bacterianas (Tabela 3), obteve-se a

dominancia de abundancia de relativa das ordens: Actinomycetales e Solirubrobacterales de

Actinobacteria; Rhizobiales de Alphaproteobacteria; Burkholderiales de Betaproteobacteria;

Myxococcales e Desulfuromonadales de

Gammaproteobacteria

como Alteromonadales,

Pseudomonadales e Xanthomonadales.

Deltaproteobacteria e vdrias

Chromatiales,

ordens

€m

Enterobacteriales,
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Tabela 3 - Média da abundancia relativa das principais ordens bacterianas (>1%), utilizando-
se o Banco M5NR do servidor MG-RAST, obtidas da area preservada (RES) e sob

desertificagdo (DES).

RES DES
Classe Ordens Média/Desvio Média/Desvio
Padrao Padriao
. . Actinomycetales 77,58+0,01 79,57+0,03
Actllé(;bacterla Rubrobacterales 2,74+0,005 5,47+0,01
(Classe) Solirubrobacterales 18,610,005 14,09+0,01
Caulobacterales 2,94+0,004 3,53+0,003
Rhizobiales 71,54+0,02 58,83+0,01
Alphaproteobacteria Rhodoba.ct.erales 6,06+0,001 7,88+0,005
Rhodospirillales 13,06+0,01 16,58+0,02
Sphingomonadales 4,29+0,007 10,78+0,01
Nao classificado 1,81+0,001 1,97+0,003
Burkholderiales 82,194+0,005 78,00+0,01
Methylophilales 1,75+0,001 2,07+0,003
Betaproteobacteria Nf:isseriales 2,74+0,001 3,46+0,003
Nitrosomonadales 3,90+0,004 5,08+0,002
Rhodocyclales 6,69+0,001 7,78+0,006
Nao classificado 1,01+0,002 1,21+0,0008
Bdellovibrionales 1,30+0,001 1,41+0,00
Desulfobacterales 3,88+0,004 4,09+0,002
Desulfovibrionales 7,26+0,003 6,91+0,005
Deltaproteobacteria | Desulfuromonadales 18,29+0,006 19,16+0,01
Myxococcales 60,57+0,005 60,02+0,01
Syntrophobacterales 6,54+0,008 6,33+0,002
Nao classificado 1,48+0,001 1,36+0,001
Acidithiobacillales 2,19+0,003 1,95+0,002
Aeromonadales 1,224+0,001 1,360,001
Alteromonadales 10,01+0,005 9,43+0,009
Chromatiales 17,25+0,005 18,02+0,007
Enterobacteriales 12,82+0,01 11,94+0,008
Legionellales 3,13+0,002 2,78+0,001
Methylococcales 4,26+0,002 4,16+0,001
Gammaproteobacteria | Oceanospirillales 6,02+0,003 5,79+0,003
Pasteurellales 1,160,001 1,39+0,003
Pseudomonadales 21,7540,008 20,15+0,01
Thiotrichales 1,64+0,002 1,79+0,001
Vibrionales 2,82+0,004 2,85+0,003
Xanthomonadales 10,46+0,008 14,26+0,02
Nao classificado 5,04+0,005 3.91+0,004

Na classe Alphaproteobacteria verificou-se que a ordem Rhizobiales foi dominante com

muito destaque, no entanto apresentando uma redugdo significativa em DES (71,54%-RES e
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58,83%-DES). Esses organismos sdo fixadores de Nitrogénio (Rhizobium, Sinorhizobium,
Bradyrhizobium e Mesorhizobium), muitas vezes associados a raizes de plantas, e contribuem
funcionalmente para a biodisponibiliza¢ao do azoto no solo (SOUZA et al., 2013). Essa redugao
pode estar associada a redug¢do significativa de plantas na regido degradada.

A ordem Burkholderiales, pertencente a Betaproteobacteria, foi muito predominante
(82,19%-RES ¢ 78,00%-DES) em relagdo as demais ordens. De forma similar, os estudos
metagendmicos de Souza et al. (2013) sobre a comunidade microbiana em solos de preparo
convencional e plantio direto, também apresentou a grande dominancia da ordem
Burkholderiales. Esses micro-organismos contribui funcionalmente para o processo de fixacao
do nitrogénio no solo (TU et al., 2015); além de realizar a degradacao de hidrocarbonetos nos
ecossistemas (AN et al., 2013).

A predominancia as ordens Myxococcales e Desulfovibrionales (7,26%-RES e 6,91%-
DES) e demais bactérias redutoras de sulfato (SRB) em ambas as areas de estudo, podem estar
relacionadas com a degradacdo de matéria organica no solo, funcionamento dos ciclos do
carbono e do enxofre (SCHNEIDER, 2013); degradacdo de contaminantes do solo
(ABBASIAN et al., 2016); degradacdo de hidrocarbonetos metanogénicos nos solos,
possibilitando assim a descontaminag¢do e recuperacdo dos ambientes edaficos (AN et al.,
2013).

Por tultimo, destacam-se as ordens Pseudomonadales (21,75%-RES ¢ 20,15%-DES),
Chromatiales (17,25%-RES e 18,02%-DES), Enterobacteriales (12,82%-RES e 11,94%-DES),
Xanthomonadales (10,46%-RES e 14,26%-DES) e Alteromonadales (10,01%-RES e 9,43%-
DES) (Tabela 4). As ordens Pseudomonadales e Xanthomonadales, funcionalmente, executam
o processo de biodisponibilizacdo de Fosforo no solo, o qual ¢ importante para a fertilidade
edafica (RAGOT; KERTESZ; BUNEMANN, 2015), e pela natureza pobre em nutrientes nos
solos aridos, pode estar relacionado com sua dominéancia nesses solos. Assim como a presenga
de Enterobacteriales que além de fixar nitrogénio, produzem hormodnios de crescimento,
importantes para o crescimento vegetal (LI et al., 2015). Chromatiales e Alteromonadales
executam a funcao de degradar os hidrocarbonetos alifaticos no solo, auxiliando na recuperacao

de ambientes contaminados (ABBASIAN et al., 2016).
5.3 Diversidade Funcional

A andlise funcional dos metagenomas estd representado na figura 5. Nao foram
encontradas diferengas significativas entre as duas areas estudadas, mesmo os metabolismos

relacionados com ciclagem de nutrientes ou fertilidade no solo Metabolismo de Nitrogénio
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(1,34%-RES e 1,22%-DES), Metabolismo de Enxofre (1,27%-RES e 1,23%-DES),
Metabolismo de Fosforo (0,89%-RES ¢ 0,80%-DES), Metabolismo de Potassio (0,32%-RES e
0,29%-DES) e Aquisi¢do e metabolismo de Ferro (0,27%-RES e 0,26%-DES) e resposta ao
stress (2,54%-RES e 2,47%-DES) (Figura 5). As categorias dominantes estao relacionadas com
vias metabdlicas para genes constitutivos dos organismos presentes em qualquer ambiente,
como metabolismo de carboidratos (12,18%-RES e 12,95%-DES), aminoacidos (9,02%-RES e
9,01%-DES) e proteinas (7,92%-RES e 8,05%-DES). Essa semelhanca infere que
provavelmente existe um “pool de fungdes” similares nesses ecossistemas, indicando que
investigacdes funcionais de comunidades microbianas, com base em DNA, de habitats
proximos podem de certa forma, apresentar padrdes globais semelhantes.

Os subsistemas baseados em agrupamentos apresentam essa denominacao pelo fato de
apresentar genes que sdo encontrados proximos uns dos outros no genoma de diversos taxons,
mas maioria de suas fungdes em as vias metabodlicas ainda sdo desconhecidas (ANDRADE,
2015).

A prevaléncia da categoria funcional Subsistemas baseados em agrupamentos nos
metagenomas revela a falta de conhecimento que ainda existe sobre a fungcdo de uma grande
parte do proteoma microbiano, e refor¢a a ideia de que ha uma boa chance de encontrar novas
atividades por triagem funcional desta biblioteca (LOPEZ-LOPEZ et al., 2015). Em geral, esta
categoria ¢ a mais abundante nos estudos de metagendomica funcional (DELMONT, et al.,
2012).

Apesar de ndo ter sido encontrado diferengas no perfil funcional entre os dois
metagenomas estudados, analises mais detalhadas em niveis mais especificos € necessaria,
assim como testes estatisticos para afirmar que nao houve alteracdo nas fungdes nas duas areas
estudadas. Além disso, andlises correlativas entre os genes relacionados a manutencdo do
sistema e os grupos encontrados sdo importantes para avaliar o papel funcional de cada grupo

microbiano.
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Figura 5 - Perfil funcional no nivel 1 dos metagenomas obtidos a partir do Banco Subssystems
do servidor MG-RAST, da area preservada (RES) e desertificada (DES).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho mostra que, na composi¢do quimica dos solos, houve uma maior
concentracdo de alguns ions na area degradada (DES), que pode estar relacionado ao uso

inadequado do solo nas praticas agricolas.

Taxonomicamente, mostrou-se a presenga de uma grande riqueza de filos bacterianos,
cercade 27 filos, que seriam dificeis de serem detectados por ferramentas tradicionais. Contudo,
foi detectada a dominancia de poucos filos como, Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes,
Chloroflexi, Planctomycetes, Cyanobacteria e Bacteroidetes. Porém, ndo foi observado
alteracdes significativas na composicao bacteriana nos niveis taxondmicos estudados em RES
e DES. De forma semelhante, no perfil funcional, também nao foi detectado uma redugao

aparente na sua diversidade e nem alteragdes nos genes funcionais em RES e DES.

Assim, pode-se inferir que os impactos sofridos na area degradada ainda ndo foram
suficientes para alterar a diversidade microbiana do solo, contudo, analises mais finas devem
ser feitas tanto em niveis taxondmicos quanto em genes funcionais aliados com ferramentas
estatisticas para validar os resultados encontrados. Mas, vale ressaltar que esse estudo traz
valiosas informacdes tanto da diversidade taxonomica e funcional desse bioma que servira de
base para nortear futuros estudos ecoldgicos e de prospeccao biotecnologicas.

Desse modo, esse trabalho defende a importancia da preservagao ambiental da Caatinga,
que tem enfrentado um forte processo de desertificacdo, intensificado principalmente pelas
acdes antropicas, que podem ser exemplificadas por derrubada de arvores, queimadas, uso
inadequado do solo, dentre outras.

Por ultimo, destaca-se que ¢ importante conhecer a diversidade microbiana da Caatinga
para que seja possivel conhecer o perfil funcional da microbiota desse bioma, visando utilizar

esse potencial funcional em aplicagdes biotecnologicas a partir de genes bacterianos.
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