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RESUMO

Desde a antiguidade o solo sempre teve uma importancia muito alta para os primitivos, visto
que o solo era utilizado para producdo de alimentos entre outras peculiaridades. Diante disso,
com o0 passar dos tempos o interesse nos estudos do solo foram ganhando destaque como o
estudo relacionados a formagdo do solo e os microrganismos presentes. Com isso, foi
descoberto que muitos microrganismos presentes no solo tinham caracteristicas benéficas, e
ISSO gerou o interesse ainda maior por entender melhor tudo o que estava relacionado ao solo.
Levando em consideracdo todos esses pontos, sabe-se que no Brasil existe um Sistema
Brasileiro de Classificagdo de Solos, que possibilita entender quais os tipos de solos existentes
e suas caracteristicas. 1sso é essencial para poder entender que tipo de microrganismo é capaz
de se desenvolver, qual cultura pode ser plantada, e como se deu a formacdo desse solo.
Porém, para obter uma interpretacdo cada vez mais consistente sobre um solo leva-se em
consideracdo analises de macro e micronutrientes, pedogénese, e ultimamente surgiu uma
nova analise para corroborar com todos esses dados, a metagenémica. Sendo assim, juntando
todas essas analises é possivel compreender todas as interaces existente no solo, inclusive
qual a diversidade de microrganismos presente. Para compreender todas as interacoes
existentes no solo foram coletadas amostras nas dependéncias do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC-SP), sendo estas representadas por trés solos diferentes, e nestas amostras
foram realizadas analises fisico-quimicas e analises metagendmicas, as quais foram baseadas
no sequenciamento contemplando as regides V3 e V4 do gene 16S RNAr através do protocolo
Illumina MiSeq, e posteriormente analises de bioinformatica. A partir de todos os dados
coletados e processados via software, estes foram confrontados com o banco de dados de
bactérias “Silva”, e isso permitiu determinar a diversidade bacteriana de cada tipo de solo
levando em consideracdo os niveis de taxonomia. Por fim, todas as analises foram
correlacionadas para compreender todas as interacfes existentes em cada tipo de solo.

Palavras-chave: solo, microrganismos, pedogénese, metagendmica, sequenciamento,
diversidade bacteriana



Abstract

Since ancient times the soil has always had a very high importance for the primitive,
since the soil was used for food production among other peculiarities. Given this, over
time the interest in soil studies were gaining prominence as the study related to soil
formation and microorganisms present. With this, it was discovered that many
microorganisms present in the soil had beneficial characteristics, and this generated
the greater interest to better understand everything that was related to the soil. Taking
into account all these points, it is known that in Brazil there is a Brazilian Soil
Classification System, which makes it possible to understand what types of soils exist
and their characteristics. This is essential in order to understand what type of
microorganism is capable of developing, what crop can be planted, and how the soil
was formed. However, to obtain an increasingly consistent interpretation of a soil,
macro and micronutrient analyzes, pedogenesis, and lately a new analysis has emerged
to corroborate all the data, the metagenomics. Therefore, joining all these analyzes is
possible to understand all interactions in the soil, including the diversity of
microorganisms present. In order to understand all interactions in the soil, samples
were collected at the Sugarcane Technology Center (CTC-SP), and these were
represented by three different soils, and in these samples physical-chemical analyzes
and metagenomic analyzes were performed, which were based on the sequencing by
contemplating the V3 and V4 regions of the 16S RNAr gene through the Illumina
MiSeq protocol, and later bioinformatics analyzes. From all the data collected and
processed through software, these were confronted with the "Silva" bacterial database,
and this allowed to determine the bacterial diversity of each type of soil taking into
account the levels of taxonomy. Finally, all analyzes were correlated to understand all
interactions in each type of soil.

Keywords: soil, microorganisms, pedogenesis, metagenomics, sequencing, bacterial diversity
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1.  FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A cana-de-acucar é uma cultivar com grande importancia para o Brasil devido
a sua produtividade. Além disso, essa cultivar pode ser plantada em diferentes solos, 0s quais
podem estar em diferentes climas, representando assim uma versatilidade na hora do plantio.

Devido a versatilidade para ser cultivada, a cana de agUcar tornou-se uma das
melhores opcOes de fonte de energia renovavel com a intencdo de reduzir a emisséo de gases
poluentes. (Maule et al., 2001)

De acordo com Andreot et al. (2017), a interacdo de microrganismos e plantas
sdo de extrema importancia para a sua sobrevivéncia e reproducdo. Além disso, sabe-se que a
microbiota é formada por organismos procarionte e eucariontes, como por exemplo bactérias,
e que estes tém correlacéo direta ao metabolismo, nutri¢do e fisiologia da planta. Diante disso,
qualquer exposicdo da planta a patdgenos, temperaturas adversas, produtos quimicos ou
antibidticos modificam a microbiota do solo, o que pode acarretar danos a alguns mecanismos
de desenvolvimento da planta.

Segundo LEPSCH (2010, p. 11), os homens primitivos enxergavam 0 solo
como meio de locomocao, crescimento de vegetais e frutos, barro para construcéo de objetos
e pigmentos para pinturas rupestres. As classificacdes dos solos eram baseadas nos que
forneciam melhores frutos e nos que forneciam matéria-prima para as pinturas rupestres e
confecgdo de objetos. Porém, com o passar dos anos, 0s humanos comecaram a se fixar em
alguns territérios, e desta maneira iniciou-se o cultivo de plantas para obter alimentos. Desse
modo, cada vez mais foi aumentando o interesse pela agricultura, e por consequéncia o
conhecimento do solo.

Com o0 aumento do interesse por entender melhor os solos, foi criada um ramo
da ciéncia a “pedologia”, o que permite determinar que o solo é um corpo dindmico e
organizado. Por causa dessa conclusdo, ele criou mais um ramo da ciéncia, a “pedogénese”, a
qual permite estudar a formagéo dos solos. Enquanto haviam estudos sobre a formagdo do
solo, em contrapartida haviam estudos sobre a origem das espécies bioldgicas. Com isso, foi
possivel fazer algumas correlac6es sobre a influéncia dos organismos na formacéo dos solos.
(LEPSCH, 2010; p.16)
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Segundo FERREIRA (2014), os microrganismos foram 0s primeiros seres a
colonizarem a Terra, e com 0 tempo se tornaram 0 grupo abundante e diversificado de
organismos, 0s quais habitavam praticamente todos os tipos de ambientes, inclusive os que
extrapolam o limite de sobrevivéncia de animais e plantas. Diante disso, sabe-se que had um
nimero muito grande de microrganismos na Terra, em torno de 4-5 x10% células no solo,
porém fica dificil determinar todos porque existem alguns limitantes como os métodos
tradicionalmente utilizados para isolamento e cultivo de microrganismos em laboratorio,
devido aos meios e condi¢des de cultivo, as quais sdo incompativeis com o ambiente natural.
Além disso, outro fator limitante é ndo ter um material completo de referéncia de taxonomia
disponivel que permita identificar todos os tipos de microrganismos encontrados no solo.

Levando em consideracdo todas as dificuldades para estudar as interacdes solo-
microrganismos, muitas analises foram sendo desenvolvidas, a fim de tentar minimizar todos
os fatores limitantes. Com isso, a pedogénese; andlises de macro e micronutrientes,
metagendmica foram ganhando destaque, e assim permitir correlacionar todos os dados e
compreender todas as intera¢6es no solo. E para isso ter uma correlagdo primeiro é necessario
avaliar as caracteristicas dos solos, e depois realizar as outras analises, e assim conseguir
construir uma linha de raciocinio e obter um resultado que corrobore para interpretar as
interagOes solo- microrganismos.

No Brasil ha vérios tipos de solos, de acordo com o SISTEMA BRASILEIRO
DE CLASSIFICACAO DE SOLOS (Embrapa, 2006), sendo que cada um tem uma
caracteristica, a qual determina qual é a melhor cultivar a ser plantada, buscando sempre o
melhor desempenho e produtividade. Os tipos de solos sdo argissolos, cambissolos,
chernossolos, espodossolos, gleissolos, latossolos, luvissolos, neossolos, nitossolos,
organossolos, planossolos, plintossolos, vertissolos, entretanto todos esses grupos podem ser
fracionados em subgrupos.

Levando-se em consideracdo a classificagdo de solos existe uma ferramenta
que se chama Triangulo Textural de Solo, a qual ¢ utilizada para interpretar a analise textural
de solo, a qual raramente sofrerd modificacdo quando comparada as analises quimicas. Essa
ferramenta permite relacionar a textura com a macro e microporosidade., visto que a
macroporosidade refere-se a drenagem de agua no solo e a micro refere-se ao armazenamento
de agua no solo. Além disso, a textura da solo influéncia as caracteristicas quimicas do solo
como teor de matéria orgénica e sua taxa de decomposicao, capacidade de armazenamento de

nutrientes e resisténcia a mudanca de pH. Outra particularidade da anélise de textura do solo
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esta relacionada a classificacdo pedogénica, visto que a relacdo de argila e silte fornece uma
estimativa do grau de transformacéo dos constituintes minerais de um solo. (Oliveira, 2011)

De acordo com OLIVEIRA et al. (2007), a grande maioria dos solos brasileiros
tem carater acido, o que resulta em baixa concentracdo de calcio, magnésio e potassio. A falta
de célcio juntamente com alto teor de aluminio prejudica o crescimento do sistema radicular e
isto leva a um comprometimento da cana como um todo.

Diante da disponibilidade de nutrientes, um importante é o nitrogénio (N), o
qual esta intimamente ligado a nutricdo e fisiologia da planta. Isso deve-se ao fato desse
elemento ser constituinte das proteinas e acidos nucléicos, sendo ele e o potassio (P),
absorvidos em maiores quantidades pela cana. Outra caracteristica do N é propiciar a
longevidade das folhas, 0 que acarreta alta absorcdo de gas carbdnico, gerando acumulo de
massa seca. Além disso, a absorcdo do N esta ligada a disponibilidade do fosforo (P), ou seja,
plantas com alto teor de fosforo, apresentam absor¢do praticamente constante de N; j& plantas
com deficiéncia de P ndo conseguem absorver N. (OLIVEIRA et al. 2007)

Segundo JACOBY et al. (2017), trés mecanismos evidenciam a importancia da
microbiota do solo, no desenvolvimento da planta. Os trés mecanismos sdo sinalizacao
hormonal; cepas microbianas patogénicas repelentes e aumentar a biodisponibilidade de
nutrientes transmitidos pelo solo. Levando em consideracdo o terceiro mecanismo, alguns
microrganismos sdo capazes de metabolizar alguns nutrientes, os quais se apresentam
vinculados a moléculas organicas, e desta maneira torna-os biodisponiveis. Por isso, é
importante que a microbiota do solo esteja equilibrada para que nenhuma etapa do
desenvolvimento da planta seja afetada, jA& que 0s nutrientes que precisam sofrer
metabolizacdo sdo N, P e S, e estes estdo intimamente ligados a processos essenciais ao
crescimento da planta. Por isso, é de extrema importancia entender como 0s microrganismos,
presentes no solo, interferem na performance do cultivar, e se hd algum mecanismo que
possibilite desenvolver mais um 6rgdo, a ponto de atingir um objetivo mais rapidamente.
Tudo isso € capaz através do sequenciamento da metagenémica do solo, que nos permite
verificar quais sdo as comunidades de bactérias estdo presentes em cada tipo de solo, e com
isso pode-se determinar qual é o melhor ambiente de cultivo de acordo com seus objetivos.

Levando em consideracdo a microbiota do solo, mais que 99% dos
microrganismos ndo podem ser cultivados em laboratorio, o que ndo permite estudos
exploratdrios sobre eles. Por isso, estudos baseados em analises diretas da diversidade de
bactérias no meio ambiente, permitiram mostrar uma diversidade rica de organismos nao

cultivaveis e estudados em laboratorio. E para conseguir realizar as analises diretas foi
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necessario entender as limitacdes de cada cultura, o que propiciou o desenvolvimento de
muitas tecnologias. Diante disso, surgiu a metagendmica que € considerada 0 método mais
viavel e que possibilitar acessar todas as riquezas de informacgdes dos microrganismos,
contribuindo para que os cientistas entendam a ecologia microbiana e o potencial
biotecnolégico. Além disso, a metagendmica € uma analise considerada funcional e
taxondmica de genomas microbianos coletivos contidos em amostras de solos, agua, entre
outros. Seu processo € combinar estatisticamente analises em separado e analise genémica, a
fim de obter um resultado mais abrangente do material genético de um organismo, a partir de
um DNA ambiental. (FERREIRA, 2014)

Segundo LEPSCH (2010, p. 11), os homens primitivos enxergavam o solo
como meio de locomocao, crescimento de vegetais e frutos, barro para construcdo de objetos
e pigmentos para pinturas rupestres. As classificacdes dos solos eram baseadas nos que
forneciam melhores frutos e nos que forneciam matéria-prima para as pinturas rupestres e
confeccdo de objetos. Porém, com o passar dos anos, 0s humanos comegaram a se fixar em
alguns territorios, e desta maneira iniciou-se o cultivo de plantas para obter alimentos. Desse
modo, cada vez mais foi aumentando o interesse pela agricultura, e por consequéncia o
conhecimento do solo.

Com o aumento do interesse por entender melhor os solos, foi criada um ramo
da ciéncia a “pedologia”, o que permite determinar que o solo ¢ um corpo dindmico e
organizado. Por causa dessa conclusdo, ele criou mais um ramo da ciéncia, a “pedogénese”, a
qual permite estudar a formacdo dos solos. Enquanto haviam estudos sobre a formacdo do
solo, em contrapartida haviam estudos sobre a origem das espécies biolégicas. Com isso, foi
possivel fazer algumas correlacdes sobre a influéncia dos organismos na formacgédo dos solos.
(LEPSCH, 2010; p.16)

Segundo FERREIRA (2014), os microrganismos foram o0s primeiros seres a
colonizarem a Terra, e com 0 tempo se tornaram o grupo abundante e diversificado de
organismos, 0s quais habitavam praticamente todos os tipos de ambientes, inclusive os que
extrapolam o limite de sobrevivéncia de animais e plantas. Diante disso, sabe-se que had um
nimero muito grande de microrganismos na Terra, em torno de 4-5 x10% células no solo,
porém fica dificil determinar todos porque existem alguns limitantes como os metodos
tradicionalmente utilizados para isolamento e cultivo de microrganismos em laboratorio,
devido aos meios e condigdes de cultivo, as quais sdo incompativeis com o ambiente natural.
Além disso, outro fator limitante é ndo ter um material completo de referéncia de taxonomia

disponivel que permita identificar todos os tipos de microrganismos encontrados no solo.
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Levando em consideragéo todas as dificuldades para estudar as interacdes solo-
microrganismos, muitas analises foram sendo desenvolvidas, a fim de tentar minimizar todos
os fatores limitantes. Com isso, a pedogénese; analises de macro e micronutrientes,
metagenémica foram ganhando destaque, e assim permitir correlacionar todos os dados e
compreender todas as interagdes no solo. E para isso ter uma correlagdo primeiro € necessario
avaliar as caracteristicas dos solos, e depois realizar as outras andlises, e assim conseguir
construir uma linha de raciocinio e obter um resultado que corrobore para interpretar as
interacdes solo- microrganismos.

No Brasil ha vérios tipos de solos, de acordo com o SISTEMA BRASILEIRO
DE CLASSIFICACAO DE SOLOS (Embrapa, 2006), sendo que cada um tem uma
caracteristica, a qual determina qual é a melhor cultivar a ser plantada, buscando sempre o
melhor desempenho e produtividade. Os tipos de solos sdo argissolos, cambissolos,
chernossolos, espodossolos, gleissolos, latossolos, luvissolos, neossolos, nitossolos,
organossolos, planossolos, plintossolos, vertissolos, entretanto todos esses grupos podem ser
fracionados em subgrupos.

Levando-se em consideracdo a classificacdo de solos existe uma ferramenta
que se chama Triangulo Textural de Solo, a qual é utilizada para interpretar a analise textural
de solo, a qual raramente sofrerd modificacdo quando comparada as analises quimicas. Essa
ferramenta permite relacionar a textura com a macro e microporosidade., visto que a
macroporosidade refere-se a drenagem de agua no solo e a micro refere-se ao armazenamento
de agua no solo. Além disso, a textura da solo influéncia as caracteristicas quimicas do solo
como teor de matéria organica e sua taxa de decomposicao, capacidade de armazenamento de
nutrientes e resisténcia a mudanca de pH. Outra particularidade da anélise de textura do solo
esta relacionada a classificacdo pedogénica, visto que a relacdo de argila e silte fornece uma
estimativa do grau de transformacéo dos constituintes minerais de um solo. (Oliveira, 2011)

De acordo com OLIVEIRA et al. (2007), a grande maioria dos solos brasileiros
tem caréter acido, o que resulta em baixa concentracdo de calcio, magnésio e potassio. A falta
de célcio juntamente com alto teor de aluminio prejudica o crescimento do sistema radicular e
isto leva a um comprometimento da cana como um todo.

Diante da disponibilidade de nutrientes, um importante é o nitrogénio (N), o
qual esta intimamente ligado a nutri¢cdo e fisiologia da planta. Isso deve-se ao fato desse
elemento ser constituinte das proteinas e &cidos nucléicos, sendo ele e o potassio (P),
absorvidos em maiores quantidades pela cana. Outra caracteristica do N é propiciar a

longevidade das folhas, o que acarreta alta absorcéo de gés carbdnico, gerando acumulo de
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massa seca. Além disso, a absorcdo do N esta ligada a disponibilidade do fésforo (P), ou seja,
plantas com alto teor de fosforo, apresentam absor¢do praticamente constante de N; j& plantas
com deficiéncia de P ndo conseguem absorver N. (OLIVEIRA et al. 2007)

Segundo JACOBY et al. (2017), trés mecanismos evidenciam a importancia da
microbiota do solo, no desenvolvimento da planta. Os trés mecanismos sdo sinalizagdo
hormonal; cepas microbianas patogénicas repelentes e aumentar a biodisponibilidade de
nutrientes transmitidos pelo solo. Levando em consideracdo o terceiro mecanismo, alguns
microrganismos sao capazes de metabolizar alguns nutrientes, 0s quais se apresentam
vinculados a moléculas orgénicas, e desta maneira torna-os biodisponiveis. Por isso, é
importante que a microbiota do solo esteja equilibrada para que nenhuma etapa do
desenvolvimento da planta seja afetada, ja que os nutrientes que precisam sofrer
metabolizacdo sdo N, P e S, e estes estdo intimamente ligados a processos essenciais ao
crescimento da planta. Por isso, € de extrema importancia entender como 0s microrganismos,
presentes no solo, interferem na performance do cultivar, e se ha algum mecanismo que
possibilite desenvolver mais um 6rgdo, a ponto de atingir um objetivo mais rapidamente.
Tudo isso é capaz através do sequenciamento da metagendmica do solo, que nos permite
verificar quais sdo as comunidades de bactérias estdo presentes em cada tipo de solo, e com
isso pode-se determinar qual é o melhor ambiente de cultivo de acordo com seus objetivos.

Levando em consideragdo a microbiota do solo, mais que 99% dos
microrganismos ndo podem ser cultivados em laboratério, o que ndo permite estudos
exploratdrios sobre eles. Por isso, estudos baseados em andlises diretas da diversidade de
bactérias no meio ambiente, permitiram mostrar uma diversidade rica de organismos nédo
cultivaveis e estudados em laboratério. E para conseguir realizar as analises diretas foi
necessario entender as limitacGes de cada cultura, o que propiciou o desenvolvimento de
muitas tecnologias. Diante disso, surgiu a metagendmica que € considerada o método mais
viavel e que possibilitar acessar todas as riquezas de informacgBes dos microrganismos,
contribuindo para que os cientistas entendam a ecologia microbiana e o potencial
biotecnologico. Além disso, a metagendmica € uma andalise considerada funcional e
taxonbmica de genomas microbianos coletivos contidos em amostras de solos, agua, entre
outros. Seu processo € combinar estatisticamente analises em separado e analise genémica, a
fim de obter um resultado mais abrangente do material genético de um organismo, a partir de
um DNA ambiental. (FERREIRA, 2014)

Uma das ferramentas para analise de metagendmica é a plataforma de

sequenciamento Illumina, a qual tem a capacidade de produzir milhdes de leituras curtas, em
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apenas uma Unica corrida. Por ser uma plataforma com uma capacidade profunda e baixo
custo, € utilizada para sequenciamento de genoma completo, perfil de comunidades
microbianas e sequenciamento de regides do gene 16S rRNA. Além disso, essa plataforma
pode gerar um aumento exponencial na taxa de erros ao longo das leituras e pode gerar
leituras de par a par, sendo que essas leituras par a par correspondentes podem ser mescladas
em um fragmento. Essa peculiaridade permite correcdo de erros de sequenciamento e uma
maior qualidade na producéo de sequencias. (ZHAHG et al. 2014)

O estudo metagendmico € normalmente realizado através do sequenciamento
do gene 16s r RNA, a qual é formada por 9 regides sendo conservadas e ndo conservadas,
como pode ser observada na Figura, porém o estudo é focado nas regides V3 e V4. A partir
do delineamento dessas regides, é realizado PCR para amplificar regido de 460pb, utilizando
iniciadores para as regides especificas V3 e V4. A partir disso, os produtos gerados foram
aplicados para a construgéo da biblioteca metagendmica, e todo esse sequenciamento seguiu 0
protocolo da plataforma Illumina MiSeq. (ZHAHG et al. 2014)

Figura 1 - Gene 16S RNAr

Sample Barcode Primer Sequence
\ ‘Z ConstantRegion
Vi Vea V3 V4 V5 V6 V7 V8 Vg
Targeted Region ‘\ \ /
16S rRNA Gene Variable Regions

Fonte:http://www.lcsciences.com/discovery/applications/genomics/16s-rrna-gene-sequencing-

landing/16s-gene/

O sequenciamento gera muitos dados bioldgicos, muitas vezes complexo, e
para conseguir compreender melhor o resultado é necessario utilizar ferramentas de
bioinformatica.

Uma das ferramentas de bioinformatica para compreender se 0 sequenciamento
foi representativo diante das amostras é a analise de rarefagdo. Essa analise baseia-se em uma
curva cumulativa que contrasta o numero acumulado de tipos observados pelo nimero de

individuos amostrados. Com isso, as curvas eventualmente alcancariam uma reta, ou seja, 0


http://www.lcsciences.com/discovery/applications/genomics/16s-rrna-gene-sequencing-landing/16s-gene/
http://www.lcsciences.com/discovery/applications/genomics/16s-rrna-gene-sequencing-landing/16s-gene/
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chamado platd, o qual determinaria a riqueza da comunidade, permitindo assim a analise da
diversidade de uma comunidade. (PEIXOTO, 2013)

De acordo com PEIXOTO (2013), a analise de rarefacdo permite a comparagédo
da riqueza bioldgica observada entre as amostras desiguais de um mesmo habitat.

Outra ferramenta de bioinforméatica € a analise de PCA, a qual segundo
VASCONCELOS (2017), é utilizada quando uma representacao grafica ndo é possivel, sendo
assim considerada um método estatistico de mdltiplas varidveis, permitindo a identificacdo
das relacOes entre as caracteristicas extraidas dos dados.

No caso deste trabalho, o banco de dados utilizado para construir as OTUs foi
0 SILVA. Esse banco de dados contém um conjunto muito rico de informacdes, as quais estao
associadas a sequéncia. Essas informacdes incluem classificacdes taxondmicas em varios
niveis de taxonomia, alinhamento de mdltiplas sequéncias, de modo a obter a mais recente
nomenclatura valida. (QUAST et al. 2012)

De acordo com QUAST et al. (2012) as sequéncias analisadas sdo verificadas
de acordo com a qualidade, e os dados correspondentes sdo disponibilizados via arquivos
ARB, em formato FASTA, e os valores separador por virgula. Isso permite que o resultado
possa ser acessado diretamente pelo site da SILVA. A exportacdo desses arquivos facilita a
integracdo do SILVA como fonte de dados de referéncia em andlises de sequenciamento de
proxima geracdo (NGS), MOTHUR, QIIME ou MG-RAST. Outra peculiaridade desse banco
de dados é que ele funciona como lancamento, ou seja, cada lancamento recebe uma
numeracdo e isso depende da liberacdo do EMBL-Bank, do qual os dados da sequéncia séo
extraidos, e isto fica permanentemente disponivel para download no site da SILVA. Essa
liberacdo de dados € estruturada em dois conjuntos referindo-se a dois genes, sendo SILVA
Pacr (banco de dados SILVA inteiros para o respectivo gene) e SILVA Ref (subconjunto do
Parc referindo-se apenas as sequéncias quase completas de alta qualidade).

O bando de dados SILVA é a base para construcdo de OTUs, as quais referem-
se a uma analise de agrupamento. Segundo BRAUN (2008), as OTUs servem para permitir a
construcdo de uma arvore filogenética, a qual consiste em estimar as relacbes de
ancestralidade para um determinado nimero de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTUSs),
sejam populagbes, familias, géneros ou espécies, podendo basear-se em caracteres
morfologicos, funcionais ou moleculares. 1sso permite representar a historia evolutiva das

OTUs dessa arvore filogenética.
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2. OBJETIVO

e Realizar a metagendmica de trés tipos de solo

e Realizar Sequenciamento Illumina, baseado na analise das regiGes V3 e V4 do gene
16S rRNA

e Correlacionar as analises de macro e micronutrientes, analise textural e Metagenémica

e Obter Diversidade Bacteriana nos solos, e verificar se hd alguma similaridade entre
eles.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Escolha das amostras de solo

O CTC possui uma éarea de cultivo grande, o que permitiu escolher talhdes
(areas demarcadas de plantacdo), os quais possuem plantacdo de cana-de-acUcar, referentes a
variedade CTC15, bem distantes para ter um resultado mais consistente, além disso poder
comparar melhor os resultados pelo fato de apresentarem a mesma variedade plantada.

Abaixo, Figura 1, ha a representacdo por satélite mostrando a localizacdo de
cada talh&o coletado (17,103 e 224), mostrando a localizacdo de cada um. Em contrapartida, o

talhdo 17 apresentava cana com tamanho baixo; 103 sem cana e 224 com cana alta.
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Figura 2 - Mapa de satélite com a marcacéao dos trés talhdes, no CTC
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Fonte: GOOGLE EARTH

3.2. Coleta das amostras de solo

As amostras foram coletadas na cidade de Piracicaba — Sdo Paulos, no Centro

de Tecnologia Canavieira (CTC).
A coleta foi realizada utilizando-se um trado, o qual perfurou o solo em 30cm,

a partir da base, como pode ser verificado na Figura 3. Posteriormente a coleta, as amostras de

cada ponto foram armazenadas em saco plastico, devidamente identificado com o nimero do
talhdo e do ponto de coleta (1, 2, 3 e 4 — extremidades; 5 — central), e transportadas via

terrestre. Apo0s isso, retirou-se uma aliquota para realizar os ensaios e o0 restante das amostras

foram armazenadas em freezer -80°C.
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Figura 3 - Coleta das amostras de solo

a) perfurando o solo com o trado a 30cm de altura  b) dispensando o solo em um recipiente para homogeneizar

As coletas das amostras de solo foram realizadas em 3 locais diferentes (solos
diferentes) e para melhor representatividade foi utilizado um GPS para marcar as coordenadas
de cada ponto, representados nas Figuras 4,5 e 6. Além disso, para cada talhdo (local
delimitado por um numero e relacionado a um tipo de solo) foram coletados 5 pontos,

representado na Tabela 1, respectivamente.

Figura 4 - Imagem de satélite do talhdo 17 com os 5 pontos de coleta
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Figura 5 - Imagem de satélite do talhdo 103 com os 5 pontos de coleta
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Figura 6 - Imagem de satélite do talhdo 224 com os 5 pontos de coleta
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Tabela 1 - Denominacédo dos pontos dos talhdes de acordo com as coordenadas geografica

22

Talh&o Pontos Coordernadas Localizacéo Tipo de solo
1 S 22°41'43.3" W 47°3327.4" extremidade
2 S 22°41'43.3" W 47°3327.5" extremidade Latossolo
17 3 S 22°41'43.2" W 47°3328.3" extremidade

4 S 22°41'43.2" W 47°33'28.4" extremidade vermelho amarelo
5 S 22°41'43.2" W 47°33'27.9" centro
1 S 22°42'31.0" W 47°3345.7" extremidade
2 S 22°42'36.4" W 47°33'42.7" extremidade

103 3 S 22°42'35.4" W 47°33'41.0" extremidade Nitossolo Haplico
4 S 22°42'30" W 47°33'44.5" extremidade
5 S 22°42'33.2" W 47°33'43.5" centro
1 S22°41'16.5" W 47°33'08.3" extremidade
2 S 22°41'23" W 47°33'15.2" extremidade Argisolo

224 3 S 22°41'21.9" W 47°33'09.1" extremidade
4 S 22°41'25.1" W 47°33'15.3" extremidade vermelho-amarelo
5 S 22°41'23.4" W 47°33'11.3" centro

3.3.  Processamento das amostras

Apbs a coleta dos 5 pontos, fez uma mistura de todos, em um Udnico tubo, e

realizou-se analises fisico-quimica (macro e micronutrientes e nitrogénio), através da empresa

Pirasolo-Piracicaba. As amostras, acondicionadas em freezer a -80°C, foram transportadas em

isopor com gelo.

A extracdo de DNA foi realizada seguindo as informacdes do fabricante,

através da metodologia do protocolo “PowerSoil DNA Isolation Kit” (AFONSO, 2016). Esse
Kit é composto por 6 solucdes, as quais sdo denominadas C1 a C6, além de filtros e tubos de

2mL.

Composicdo do Kit:

e C1: contém um detergente SDS e alguns agentes de ruptura, os quais sdo utilizados

para lizar as células das amostras, a fim de obter o DNA.

e (C2: contém reagentes que auxiliam na precipitacdo de particulas que ndo se referem ao
DNA, a fim de obter um DNA puro.

e (C3: composicao similar a C2, porém com um reagente adicional, o qual auxilia na

precipitacdo de particulas que nao se referem ao DNA, a fim de obter um DNA puro.
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e C4: solugdo com alta concentracdo de sal, a qual serd utilizar para remover qualquer
particula que ainda esteja na solucdo, permitindo que apenas o DNA seja aderido ao
filtro.

e C5: solucdo de etanol para realizar a lavagem, e desta maneira passe pelo filtro todas
as particulas que ndo sdo DNA.

e C6: solucdo de eluicdo de DNA.

No tubo de extracdo, contendo microparticulas, foram adicionados 0,259 de
amostra de solo e agitou. Posteriormente, foram adicionados 60 pL da solucdo Cl1,
homogeneizou-se e centrifugou os tubos por 1 minutos a 4.000rpm. Transferiu-se 500 pL do
sobrenadante para um tubo limpo de 2mL e adicionou-se 250 pL da solugdo C2 e foram
agitados por 5 segundos. As amostras foram incubadas a 4°C por 5 minutos. Os tubos foram
centrifugados por 1 minuto a 4.000rpm e transferiu-se 600 UL do sobrenadante para um novo
tubo de 2mL. Apos isso, foram adicionados 200 uL da solucdo C3 e agitou-se rapidamente.
As amostras foram incubadas, novamente, a 4°C por 5 minutos. Realizou-se uma nova
transferéncia de 750 pL do sobrenadante para um tubo limpo de 2mL, e foram adicionados
1200 pL da solucdo C4 e homogeneizou-se por 5 segundos. Ao final dessa etapa, foram
aliquotados 650 pL da solugéo C4, no tubo filtro “Spin Filter” ¢ centrifugou-se por 1 minuto a
4.000rpm (etapa repetida 2 vezes). Adicionou-se 500 pL da solugdo C5 e centrifugou-se por
30 segundo a 4.000rpm. Posterior a isso, descartou-se o sobrenadante e centrifugou por 1
minuto a 4.000rpm, e colocou-se o filtro em um novo tubo de 2mL. Foram adicionados 100
uL da solucdo C6 no centro do filtro e centrifugou-se por 30 segundos a 4.000rpm. Apos essa

etapa, descartou-se o filtro, e eluiu-se 0 DNA em 100 pL de agua Milli-Q autoclavada.
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Figura 7 - Amostras nos tubos de extracdo: solos 17 x 103 x 224

3.4. Quantificacdo e concentracdo das amostras

As amostras foram quantificadas utilizando o equipamento Quibt, o que
mostrou um baixo rendimento em ng/pL. Diante disso, foi realizada uma nova extracéo,
utilizando o mesmo protocolo citado acima, em duplicada para cada amostra, e realizou-se
uma nova quantificacdo, o que mostrou que ainda o rendimento foi baixo. Posteriormente a
essas etapas, a alternativa foi realizar a concentragdo das amostras no equipamento Speed Vac
até atingir a concentracdo necessaria (5ng/pL) em um volume final de 25 L, para realizar o

protocolo de sequenciamento Illumina,

O processo de concentragdo das amostras foi realizado utilizando 15 tubos, em
triplicata de cada amostra, e cada um contendo em torno de 90 pL. Esses tubos foram
colocados no equipamento Speed Vac a 45°C por 30 minutos. Os 30 minutos foram
fracionados em intervalos menores de tempo sendo 5 minutos para os 45 tubos, e
posteriormente ao término desse tempo juntou-se as trés réplicas, em um Unico tubo, e
deixou-se por mais 10 minutos. Conferiu-se o volume, o qual deveria ser de 25 uL, e deixou-
se por mais 5 minutos. Ao final desse tempo, verificou-se que algumas amostras ja tinham o
volume desejado (17.5 e 103.4), e diante disso, estas duas amostras ndo participaram das
etapas seguintes. As amostras restantes foram colocadas novamente no equipamento Speed

Vac e permaneceram por mais 5 minutos a 45°C. Verificou-se novamente o volume dos
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tubos, e apenas as amostras do talhdo 224 ndo tinham atingido o volume final de 25 pL.
Portanto, as amostras do talhdo 224 permaneceram por mais 5 minutos no Speed Vac a 45°C,
e desta forma foi obter o volume final desejado.

Durante o téermino de cada etapa, foi verificado o volume, a fim de obter um
final de 25 pL para conseguir obter uma concentragdo em torno de 5ng/pL, e uma nova
quantificacéo foi realizada, como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2 - Quantificacdo das amostras de acordo com os talhdes

Amostras Concentragéo (ng/pL) Amostras Concentragdo (ng/pL) Amostras Concentracéo (ng/uL)

17.1 6,1 103.1 17 224.1 9,3
17.2 6,6 103.2 4,4 224.2 51
17.3 5,8 103.3 7,7 224.3 7,2
17.4 4,8 103.4 10,1 224.4 6,2
17.5 7,3 103.5 4,8 2245 6,3

3.5.  Sequenciamento das amostras

As amostras de DNA extraidas, congeladas a temperatura de -80°C, foram
enviadas a empresa DNA Consult, em Sdo Carlos, em isopor com blocos de gelo, para
realizar o procedimento de Sequenciamento Illumina 16s, e a partir dos dados gerados,
conseguir identificar as comunidades de bactérias presentes nos diferentes solos.

A montagem da biblioteca 16S baseia-se em conter as sequéncias dos
iniciadores correspondentes as regides V3 e V4 do gene 16s rRNA criando um amplicon de
aproximadamente 460pb. (Fernandes, 2015)

As sequéncias dos primers Forward e Reverse, sentido 5°, correspondem aos

fragmentos abaixo:
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Tabela 3 - Sequéncia dos Primers de Amplificacdo

Primers de Amplificacdo Sentido 5' — 3'

16S Amplicon PCR Forward TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG

16S Amplicon PCR Reverse =~ GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

Além dos primers de amplificacdo, o protocolo contém com as sequéncias dos

adaptadores correspondem aos fragmentos abaixo:

Tabela 4 - Sequéncia dos Primers dos adaptadores

Primers dos adaptadores Sentido 5' — 3'
Forward overhang TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
Reverse overhang GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG

Apbs as reacbes de PCR (Reacdo em cadeia de polimerase), hd o preparo da
biblioteca MiSeq, especifica as regides V3 e V4 amplificadas e posteriormente realiza-se o
sequenciamento no MiSeq, o qual faz leituras de 300pb nas direcfes sense e antisense, de
forma a ser realizada sobreposicdo entre as leituras para poder ter uma maior qualidade do
sequenciamento e um resultado que represente os 460bp de forma completa. O resultado
desse sequenciamento € de aproximadamente 20 milhGes de leituras, sendo que a cada 96
amostras podem gerar acima de 100.000 leituras por amostra, sendo assim, considerado

satisfatorio para uma pesquisa.

3.6.  Anédlise de Bioinformatica

As analises de Bioinformatica foram realizadas pelo bioinformata Marcelo
Carazzolle, o qual é pesquisador no Laboratorio de Genémica e Expressdo, no Instituto de

Biologia nas dependéncias da UNICAMP-SP, e isso esta representado na Figura 8.
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Figura 8 - Fluxograma do trabalho para as andlises de Bioinformatica
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De acordo com ZHANG (2014), as ferramentas de bioinformatica utilizadas
referem-se ao software PEAR, e posterior ao seu resultado sdo realizadas analises
filogenéticas e atribui¢bes taxondmicas através do pacote QIIME.

Para que se obtenha uma sequéncia de qualidade, através das ferramentas de
bioinforméatica € necessario que as sequéncias geradas passem por uma verificacdo de
qualidade, para que posteriormente possam sofrer alinhamento ou montagem. Essa
verificacdo de qualidade é realizada pelo software FASTQC, o qual gera um relatério no qual
as sequéncias sdo classificadas como boas, ruins ou intermediarias. (Gene Codes Corporation,
2017)

Posterior a andlise de qualidade das sequéncias utiliza-se outra ferramenta de
bioinformatica chamada “Trim Galore”, a qual realiza a remocao de bases de baixa qualidade,
adaptadores, primers, INDEX (barconding) que estdo relacionadas as regides V3 e V4.
(BABRAHAM BIOINFORMATICS, 2017)

Apds o tratamento das sequéncias, utiliza-se o software PEAR, o qual é capaz
de fazer o registro de todas as sobreposicdes de leituras para cada par de correspondentes, a
fim de determinar o valor maior. Posteriormente, realiza um teste estatistico para avaliar o0s

dados obtidos das leituras das regides mescladas, e se caso 0 comprimento de sobreposi¢édo
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for menor que o limite definido pelo usuario, ndo ocorrerd a mescla do par de leituras. Porém,
se 0 tamanho estiver correto, o PEAR retorna o fragmento mesclado com correcdo de erros
usando os parametros de qualidade da Illumina. (ZHANG, 2014)

E por fim, utiliza-se o QIIME, o qual permite a construcdo de UNIDADES
TAXONOMICAS OPERACIONAIS (OTUs) baseando sua taxonomia em um banco de
dados. (KOBERT, 2014)

As analises foram realizadas baseando nas regides V3 e V4, a qual tem
aproximadamente 460pb.

O sequenciamento gera dois dados, sendo denominados R1 (sense) e R2
(antisense), os quais referem-se as amplificacdes, sendo que R1 e R2 geram amplicons de
300pb, visto que o sequenciamento lllumina gera reads desse tamanho, levando-se em
consideracdo o kit utilizado. Num protocolo padrdo, a analise de qualidade do R1 e R2 ¢
realizada pelo software Fast-QC. O programa Fast-QC fornecera o valor do Q score ou Phred

score, o qual tem como escala os sequintes valores apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Valor Q Score ou Phred Score

Valor Q Score Descricdo
10 1 base errada a cada 10
20 1 base errada a cada 100
30 1 base errada a cada 1000
40 1 base errada a cada 10.000

Posteriormente a analise da qualidade do sequenciamento (Fast-QC), utiliza-se
um programa que se chama Trim Galore, o qual tem por finalidade eliminar restos de
adaptadores, primers, barconding (index) que foram utilizados nas reacbes do
sequenciamento. Essa trimagem é baseada na regido V3 e V4, e tudo o que ndo esta
relacionada a elas é descartado.

Ap0s essas etapas, utiliza-se o software Pear, 0 qual ira criar uma sobreposicao
representando a regido V3 e V4. Se houver similaridade entre R1 (sense) e R2 (antisense),
cria-se um ‘“novo” read representante, 0 qual é denominado merged reads ou overlapped
reads. Posteriormente, verifica-se 0 nimero de reads por biblioteca e analisa-se a distribuicéo

de tamanho. Essa distribuicdo de tamanho deve ser avaliada e escolhe-se um tamanho que
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contemplem a maior parte dos merged reads, e este seré determinado para todos. Todas essas
etapas citadas acima sdo necessarias para preparar 0s reads.

Ap0s o preparo dos reads, utiliza-se o programa Qiime que ira realiza a analise
taxénomica, baseando-se em um dos bancos de bactérias, que neste caso é o banco de dados
Silva (bactéria 16S). Esse programa realiza o agrupamento de todas as amostras de acordo
com a similaridade, de forma a criar as OTU’s, sendo que o critério para gerar uma OTU foi
de 97% de identidade. A partir da criacdo das OTU’s alinha-se os representativos de cada

OTU com o banco de dados Silva, a fim de verificar a espécie ou familia de bactéria.

4. RESULTADOS

4.1. Anélises do solo

Tabela 6 - Analise do solo: pH x M.O (matéria organica) x CTC (troca de cations) x V% x N

(nitrogénio)

Sat. bases

Localidade pH CaCl2 M.O (g/dm"3) CTC (mmolc/dm”3) Vo) N (mg/Kg)
()
Talhdo 17 51 18 73 53 1050
Talhdo 103 54 11 84 60 840
Talhdo 224 4,2 5 57 26 630

Tabela 7 - Anélise Fisica do Solo

Localidade Argila (g/Kg)  Silte (9/Kg) Areia Total (g/Kg) Areia Grossa (g/Kg) Areia Fina (g/Kg)
<0,002mm 0,053-0,002mm 2,00-0,210mm 0,210-0,053mm

Talhdo 17 481 139 380 190 190

Talhdo 103 528 202 270 130 140

Talhdo 224 411 59 530 270 260

De acordo com o SISTEMA BRASILEIRO DE CLASSIFICACAO DE
SOLOS (SiBCS) (Embrapa, 2006), ha varias denominagfes, as quais podem sofrer
subdenominacdes. Diante disso, neste trabalho os solos, em questdo, sdo argissolo e franco-
argilo-arenoso, de acordo com a classificagdo do triangulo textural de solo, Figura 9. Porém,
guando classificado com o mapa de solo do CTC tém-se latossolo, argissolo e nitossolo,
tabela 1.
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Levando em consideragdo as caracteristicas de cada solo, de acordo com o
SiBCS, segue abaixo as denominagdes:
Argissolo: - solo composto por material mineral com argila;
- apresentam profundidade variavel,
- cores avermelhadas ou amareladas;

- forte a moderadamente acidos.

Latossolo: - solos composto por material mineral,
- solos fortemente &cidos;
- baixa saturacédo por bases;
- apresentam alta profundidade;
- encontrados em regiBes secas, semi-aridas ou nao;

- cores avermelhadas, amareladas, acinzentadas.

Nitossolo: - solos compostos por material mineral;
- textura argilosa ou muito argilosa;
- sdo profundos e bem drenados;
- cores vermelho a brunadas;
- moderadamente acidos

- apresenta argila em uma de suas camadas.

Diante das classificacbes do SiBCS e mapa de solo do CTC, os talhdes
apresentam caracteristicas parecidas, em ambas, apesar de serem classificados com nomes
distintos. Isso pode estar relacionado ao fato de que o solo sofre manejo constante, e isto

modifica as concentragdes dos macros e micronutrientes.

Analisando-se os valores da Tabela 7, é possivel determinar em qual regido do
triangulo textural de solo, Figura 9, os talhdes estdo localizados. E de acordo com a Figura 9,
0 solo dos talhBes 17 e 103 sdo classificados como argilosos, entretanto o talhdo 224 é franco-
argilo-arenoso. Isso implica em dizer que o solo dos talhdes 17 e 103 s&o similares, o que

explica ambos apresentarem valores muito proximos na anélise apresentada na Tabela 6.
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Figura 9 - Triangulo textural de solo
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Fonte: (http://www.ebah.com.br/relatorios-fisica-solo)

Além disso, analisando a Figura 9, os talhdes 17 e 103 que tem caracteristica
argilosa apresentam maior micro porosidade, ou seja, retém mais agua. E o talhdo 224 que é
arenoso apresentar maior macro porosidade, e, portanto, é considerado um solo de facil
drenagem.

Outra correlacdo a ser feita é que solos arenosos tendem a elevar o pH mais
facilmente e por isso deve-se ter cautela com a utilizacdo de calagem, pode apresentar
lixiviagdo de nutrientes como nitrogénio e potassio, o que implica em maiores taxas de
adubacdes. Além disso, pode apresentar baixa troca de cations (CTC) e menor adsorcdo de
fosforo.

Conforme observa-se na Tabela 6, o talhdo 224 apresenta 0 menor valor
guando comparado com o 17 e 103, o que conclui o que foi dito acima, que solos mais

arenosos tem baixa troca de cations (CTC).


http://www.ebah.com.br/relatorios-fisica-solo
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Outro fator levado em consideragéo é a relacéo silte e argila que auxiliam na
classificacdo pedogénica, ou seja, quanto menor for essa relagdo mais intemperizado e
desenvolvido é o solo. Levando em consideracdo os valores da Tabela 7, os talhdes 17 e 103
apresentaram relacdo maior quando comparados ao talhdo 224, o que indica que os talhdes 17
e 103 sé&o menos desenvolvidos e intemperizados. Esse fato pode estar correlacionado com a
presenca de plantacdo de cana-de-agucar no talhdo 2224.

De acordo com a Tabela 6, os valores que devem-se ter uma maior atencéo sdo
pH, matéria organica (MO), saturacéo por bases (V%) e troca de cations (CTC).

De acordo com o valor do pH do solo, se este for muito &cido, implica em
baixa disponibilidade de matéria organica, porém se for muito béasico isso acarreta um
problema de salinizacdo, e isto pode acarretar problemas de cultivo no solo. Além disso, o
valor do pH interfere na disponibilidade de nutrientes, o que pode ser observado na Figura 9,
abaixo.

Figura 10 - Gréfico de nutrientes em funcao do pH
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De acordo com a Figura 10, pode-se dizer que o melhor pH, seria 0 que esta
entre 6,5 e 7, pois € nesse intervalo que ha a disponibilidade de todos os nutrientes.

Além disso, levando-se em consideracdo os valores de pH de cada talhéo,
apresentados na Tabela 6, pode-se observar que o talhdo 17 e 103 apresentam valores
proximos (5,1 e 5,4, respectivamente), e diante disso, a disponibilidade de nutrientes entre
eles serd similar, e estdo representados no intervalo de 5 a 5,5 na Figura 10 em que 0s
nutrientes mais deficientes sdo fosforo, magnésio e molibdénio. Ja em relacdo ao talhdo 224, o
qual apresentou valor de pH igual a 4,2, este apresenta um déficit enorme em relacdo aos
nutrientes, sendo que apenas o ferro que favorece a fixagdo de nitrogénio, aparece em uma
quantidade consideravel.

Além disso, pode-se observar a disponibilidade de nitrogénio, em que nos
talnGes 17 e 103 ha uma presenca razoadvel, em contrapartida no talhdo 224 é quase
inexistente, de acordo com o pH. A disponibilidade de nitrogénio também pode ser observada
na Tabela 6, 0 que corrobora para o que foi descrito acima, com base no gréfico de nutriente
em funcdo do pH, em que o talhdo 224 apresenta a menor disponibilidade de nitrogénio no
solo. Outra observacdo a ser feita que colabora para maior fixacdo de nitrogénio é a
concentracédo de ferro, levando em consideragédo o pH do solo, e com isso pode-se observar
que os solos dos talhdes 17 e 103 apresentar maior concentragao de ferro em relagéo ao talhdo
224. E isso, explica porque o talhdo 224 apresenta menor concentragdo de nitrogénio no solo,
em relacdo aos outros dois talhdes.

Analisando-se a matéria organica (MO), baseando nos valores da Tabela 6, 0s
talhdes 17 e 103 apresentam valores proximos e maiores que o talhdo 224. Isso pode ser
explicado pelo fato de que quanto menor o pH, menor a disponibilidade de nutrientes.

De acordo com, De FEDE et al. (2001), solos que apresentam elevado teor de
MO tem como caracteristica manter mais estavel a populacdo microbiana. Em relacdo aos
valores de referéncia, segundo RAIJ (1997), solos com valores até 15g/dm-3 tem textura
arenosa; 16 a 30 g/dm-3 possui textura média; entre 31-60 g/dm-3 tem textura argilosa, e
acima de 60g/dm-3 é um solo que indica acimulo de matéria organica, o que pode ser
explicado pelas condicdes locais, sendo em geral por drenagem ruim ou uma acidez elevada.
Portanto, levando em consideracdo os valores da tabela 6, o talhdo 17 apresenta 18g/dm-3;
talhdo 103 17g/dm-3 e o talhdo 224 5g/dm-3, e com isso podemos classificar os talhdes 17 e
103 na categoria de solo com textura média e o talhdo 224 como textura arenosa.

Em contrapartida, analisando os valores na Tabela 6, da saturacdo por bases

(V%) pode-se observar que os talhdes 17 (53) e 103 (60) também apresentam valores maiores
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e mais proximos do que o talhdo 224 (26). De acordo com a tabela do IAC-SP (Informacao
Sobre Interpretacdo de Analise de Solo) , pH acidez alta (4,4-5,0) apresentam V% baixo (26-
50), e portanto isso define o talhdo 224, entretanto pH acidez média (5,1-5,5) apresentam V%
médio (51-70) e com isso definem os talhdes 17 e 103. Alem disso, podemos dizer que V%
maior ou igual a 50% caracteriza um solo eutréfico, ou seja, rico em nutrientes, e isso é
explicado porque mais da metade do reservatorio do solo (CTC- troca de cétions) armazena 0s
nutrientes.

Em relacéo a troca de cations (CTC), quando analisada em pH = 7, pode-se
classificar os solos como acrico e ndo acrico. Se for acrico, significa que tem baixa CTC,
porém se for ndo acrico tem média ou alta CTC. Porém, neste trabalho foi utilizado o célculo
do CTC efetivo (t), ou seja, calculados pela soma de bases. Observando esses valores na
Tabela 6, os talhdes 17 (73) e 103 (84) apresentam valores proximos e maiores quando
comparados com o talhdo 224 (57). De acordo como os dados do site “Plante Certo —
Laboratério Agropecuario”, o talhdo 17 e 224 apresentam uma CTC boa; o talhdo 103
apresenta uma CTC muito boa. Portanto, o talhdo 103 armazena maior quantidade de
macronutrientes, possibilitando assim maior disponibilidade dos nutrientes que precisam

sofrer conversdo para serem absorvidos pelas plantas.


http://www.iac.sp.gov.br/produtoseservicos/analisedosolo/interpretacaoanalise.php
http://www.iac.sp.gov.br/produtoseservicos/analisedosolo/interpretacaoanalise.php

4.2.

4.2.3.

Analises de Bioinformatica

Analises de Qualidade

Tabela 8 - Anélise de Qualidade (Trimagem)
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Identificacdo das amostras

NUmero de reads

17.1
17.2
17.3
17.4
17.5
103.1
103.2
103.3
103.4
103.5
224.1
224.2
2243
224.4
224.5

125853
130735
99393
87006
263542
85738
97532
56549
100957
95835
92357
106025
87859
93730
106259

A Tabela 8 foi criada a partir da anélise de qualidade do sequenciamento, em

gue posteriormente a isso eliminou restos de adaptadores, primers, barconding,e desta forma

limpou-se todas as sequéncias deixando apenas 0 que esta relacionando a regido V3 e V4.

Tabela 9 - Merged reads

Identificacdo das amostras

% Similaridade R1 e R2

17.1
17.2
17.3
174
17.5
103.1
103.2
103.3
103.4

15,444 | 273,967 (5.637%)
14,438 / 271,114 (5.325%)
11,572 / 202,001 (5.729%)
10,961 / 183,791 (5.964%)
34,067 / 534,950 (6.368%)
10,506 / 192,876 (5.447%)
12,820 / 217,423 (5.896%)
7,756 / 154,968 (5.005%)

12,192 / 205,465 (5.934%)
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103.5 11,606 / 223,798 (5.186%)
224.1 14,231 / 237,078 (6.000%)
224.2 15,101 / 245,127 (6.160%)
224.3 13,947 / 201,795 (6.911%)
224.4 13,177 / 205,780 (6.403%)
2245 15,964 / 223,564 (7.141%)

A Tabela 9 esté relacionada com a verificagdo da sobreposicdo, representando
a regido V3 e V4, de R1 (sense) e R2 (antisense), em que se ha similaridade cria-se um novo
read , o qual denomina-se merged reads. Neste caso, pode-se observar que os valores de
similaridade ficaram em torno de 5-7%, 0 que € considerado ruim porque os valores esperados
teriam que estar em torno de 90-100%.
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4.2.4. Analise de Q-Score
Figura 11 - Gréfico referente ao R1 (sense)
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A figura 1° esta representando o grafico de analise de qualidade das sequéncias
em relacdo ao R1 (sense), a qual € baseada nos valores da Tabela 5 (Q-Score). Portanto, as
sequéncias analisadas de todas as amostras ficaram dentro do limite considerado bom, 30 a

40, em contrapartida tudo o que fica abaixo de 20 é considerado ruim.
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Figura 12 - Gréfico referente ao R2 (antisense)
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A Figura 12 estd representando o grafico da analise de qualidade das
sequéncias em relacdo ao R2 (antisense), a qual é baseada nos valores da tabela 5 (Q-Score).
Portanto, as sequéncias analisadas de todas as amostras ficaram fora do limite considerado
bom, e com isso foram excluidas das analises posteriores. Sendo assim todas as analises de
bioinformatica foram baseadas em R1 (sense), e isso pode ser observado também na Tabela 9,
na qual podemos observar que com a juncdo de R1 e R2 a porcentagem de similaridade ficou

muito ruim, em torno de 5%, sendo que o normal é acima de 90%.

4.2.5. Analise de Rarefacdo

De acordo com PEIXOTO (2013), a andlise de rarefacdo permite a comparacéo
da riqueza biologica observada entre as amostras desiguais de um mesmo habitat, 0 que esta
ilustrado na Figura 13. Diante disso, a curva de rarefagdo é calculada levando em
consideracdo o numero de espécies observadas em fungdo dos nimeros de amostras coletadas
(neste caso, amostras de solo). Além disso, essa analise é apenas uma forma de mostrar a

riqueza das amostras coletadas.
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Figura 13 - Gréfico de rarefacéo
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A Figura 13, acima, mostra que para os trés talhdes (17, 103 e 224), o niUmero
de reads sequenciados talvez ndo foram suficientes para amostrar a microbiota dos solos. Isso
esta representado pelas curvas que ndo atingiram o plat6. Além disso, pode-se levar outro
ponto em consideracdo que foi a perda de todos os dados de R2 (antisense) que podem ter
prejudicado esse resultado, ao passo que em vez de termos 2 regiGes (sense e antisense),
temos apenas dados da R1 (sense). Portanto, esse grafico pode ter sofrido duas interferéncias
sendo 0 numero de reads por amostras e/ou a perda de dados de R2.

4.2.6. Anélise de PCA

Segundo Vasconcelos (2017), a analise de componentes principais PCA (do
inglés Principal Component Analysis) é um método que analisa os dados usados de modo que
ocorra a reducdo, eliminacdo de sobreposicdes e a escolha das formas que mais representem
os dados, através das combinacdes lineares das variaveis originais.

Essa analise pode ser observada na Figuras 14, a qual esta representando a

distribuicéo por talhdo.
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Figura 14 - Grafico de Componentes Principais por talhdo: 17 X 103 X 224

Pc2 Ef fg %) Legenda:

@ 1alhio 17
@ 1alhio 103

Talhio 224

\

PC1(11.33 %)

\G

PC3 (8.16 %)

28,48% de representatividade

A andlise de PCA é utilizada para mostra a variancia nos dados, e de acordo
com a Figura 14 isso pode ser observado. 1sso mostra que essa analise conseguiu representar
28,48% dos dados, o que implica em uma baixa representacdo, e isso pode ter sido causado

2

pela perda de dados das sequéncias R2 ou por um “n” muito baixo.

Além disso, pode-se observar que as amostras do talhdo 17 ndo apresentam
muita heterogeneidade quando comparadas aos talhdes 103 e 224. Com isso, o talhdo 103
pode ser dividido em 3 grupos, e o talhdo 224 em 2 grupos. Portanto, pode-se dizer que o
talhdo 103 é o mais heterogéneo em relacdo as cincos amostras correspondentes a ele. 1sso
também pode ser explicado pelo desenho de cada talhdo, como pode ser observado nas figuras
3, 4 e 5, as quais mostram a localizacdo dos 5 pontos de coleta e sua distribuicdo no talhdo.
Com isso, observa-se que o talhdo 17, por ter um tamanho menor, quando comparado aos 103
e 224, as amostras permanecem mais proximas, ao passo que nos talhdes 103 e 224, por
apresentarem um espago fisico maior as amostras se distanciaram mais. Entretanto, o talhdo

103 é mais heterogéneo em relagéo ao 224.
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4.2.7. Anélises de OTU

Figura 15 - Gréafico de OTU: Taxonomia Filo
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Figura 16 - Gréafico de OTU: Taxonomia Classe
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Figura 17 - Gréafico de OTU: Taxonomia Ordem
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Figura 19 - Grafico de OTU: Taxonomia
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Figura 20 - Gréafico de OTU: Taxonomia Espécie
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As analises de OTU baseiam-se na classificacdo taxonémica, as quais sdo

representadas por Reino - Filo- Classe- Ordem- Familia - Género e Espécie. Todas essas

analises estdo representadas nos graficos 15 ao 20, com excecdo da analise em relacdo ao

Reino, a qual ndo foi realizada, por ndo apresentar dados relevantes, visto que o intuito da

metagenémica é obter dados mais especificos. Observando todos os graficos, a partir do
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grafico 18 muitos dados classificados, mostrando que quanto mais especifico a taxonomia,
mais dados perdidos obtivemos. Porém, como o intuito da metagendmica é obter o maior
nivel de especificidade, optou-se por trabalhar com o grafico 19, o qual apesar de ter alguns
dados perdidos, tem muitos dados revelados que seréo possiveis realizar buscas na literatura.
Levando em consideracdo, o que foi citado acima, para obter informacoes
relevantes foi realizada pesquisas em relagdo a género. Com isso, foi feito um grafico, o qual
esta representado na Figura 21, em que mostra a distribuicao das bactérias por género em cada

talhdo.

Figura 21 - Gréfico de Distribuicao de bactérias por Género em cada

Distribuicao de bactérias por Género
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Observando-se a Figura 21, a maior parte dos géneros encontrados ndo tiveram
seus dados revelados quando confrontados com o banco de dados. Portanto, pode-se dizer que
h& muitos géneros ainda ndo estudados, sendo que para o talhdo 17 a porcentagem de nédo
descritos foi de 35%; para o talhdo 103 foi de 33% e para o talhdo 224 foi de 40%. Sendo
assim, o talhdo que teve menos dados encontrados no banco de dados de bactérias foi 0 224.
Entretanto, os trés talhGes ndo tiveram 100% dos seus dados revelados, visto que os dados
encontrados ficaram em torno de 50-60%, sendo que o talhdo 17 teve apenas 12% dos dados
encontrados; 0 103 teve 15% e 0 224 teve 19%. Portanto, diante da analise da figura 18 pode-
se dizer que 0 224 teve a maior perda, porém obteve o maior niUmero de géneros determinados

segundo o banco de dados SILVA.
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A partir da Figura 21 foram realizadas pesquisas no site NCBI utilizando as
opcbes PUB MED e GENOME para obter 0 maior numero de cada género de bactérias, afim

de facilitar o entendimento.

5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1.  Andlises do solo

O solo do talhdo17 apresenta o maior teor de matéria organica (MO), o que de acordo com,
De FEDE et al. (2001), como caracteristica manter mais estavel a populacdo microbiana, e
isso pode ser observado analisando-se o grafico de PCA, o qual mostrou que o talhdo 17 é o
mais homogéneo entre os talhdes.

Segundo Ribeiro et al. (1999) a analise de pH em CaCl,, Tabela 10, pode-se observar 0s
valores de pH analisados com CaCl,, e comparando-se os valores de pH mostrados na Tabela
6, talhdo 17 e 103 apresentam caracteristicas de acidez média e o talhdo 224 acidez muito alta.
Isso implica em dizer que o talhdo 224 tera menor disponibilidade de nutrientes, entretanto
esse talhdo, no momento da coleta, tinha cana-de-agUcar plantada, o que pode ter diminuido
0s nutrientes disponiveis. Em contrapartida, os talhdes 17 e 103 ndo apresentavam cana-de-

acucar, o que leva ao aumento de nutrientes disponiveis.

Tabela 10 - Classificacdo do pH em anéalise com CaCl:

pH em CaCl:
Classificacao*
<43 acidez muito alta
4,4a5,0 acidez alta
51a5,5 acidez média
56a6,0 acidez baixa
6,0a70 acidez muito baixa
7 neutro

>7,0 alcalino
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5.2.  Anélises de Metagendmica

Nas realizaces das pesquisas alguns géneros ndo apresentaram nenhum tipo de
informacao, sendo eles ADurb.Bin063-1, Ellin6067 e HSB OF53-F07, e, portanto, nada sera
descrito sobre eles. Entretanto, foram encontradas informacdes na literatura para 0s oito
géneros restantes, sendo eles o Candidatus Solibacter, Bryobacter, Acidothermus,
Acidobacteria bacterium, Candidatus Udaeobacter, RB41, Bacillus e Haliangium, e estas

serdo descritas abaixo.

O género Candidatus Solibacter ¢ membro da Acidobactéria, e sdo
representadas pela espécie Solibacter usitatus, a qual tem como caracteristica principal a
destruicdo de moléculas biologicamente complexas produzidas por microrganismos
autotroficos.

Além disso, segundo WANG et al. (2017), estudo com solos contaminados
com drenagem acida de minas a longo prazo apresentaram maior incidéncia de Acidobatérias,
a qual foi representada pelo género Candidatus Solibacter. Esse estudo corrobora para o
desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo usando micrébios nativos na limpeza e
biorestabelecimento de solo agricola contaminados.

De acordo com WANG et al. (2017), um estudo mostrou que a qualidade
quimica dos residuos das culturas é diretamente afetada pelo alto nivel de CO2, e isso pode
influenciar o sequestro de carbono organico do solo. Com isso, esse estudo mostrou que ha
maior incidéncia de Candidatus Solibacter quando o tratamento do solo é realizado com
derivados de elevado nivel de CO2, em vez de derivados de CO2 ambiental. Além disso,
mostrou que a abundancia de Acidobactérias, filo da Candidatus Solibacter, € negativamente
associada a disponibilidade de carbono, e isso tem gerado uma hipo6tese de que estas podem
desempenhar um papel importante na ciclagem de carbono orgéanico derivado de residuos

vegetais.

Segundo WANG et al. (2017), mostrou que h& maior incidéncia de
Bryobacter, bactéria pertencente ao filo Acidobactéria, quando o tratamento do solo é
realizado com derivados de elevado nivel de CO2, em vez de derivados de CO2 ambiental.
Além disso, mostrou que a abundancia de Acidobactérias é negativamente associada a
disponibilidade de carbono, e isso tem gerado uma hipotese de que estas podem desempenhar

um papel importante na ciclagem de carbono orgénico derivado de residuos vegetais.
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Além disso, outro estudo, segundo XUE (2017), a bactéria Bryobacter esta
envolvida em no processo de restauracdo de vegetacdo, em areas de desertificacdo rochosa

carstica, e € identificada como género-chave na rede de co-ocorréncia.

O género Acidothermus, de acordo KENNY et. al (2017) com tem como
caracteristica producdo de endoglucanases termoestaveis, as quais degradam celulose para
producdo de etanol como biocombustivel. Sendo assim, a espécie que representa esse género é
a Acidothermus celllulolyticus, a qual é considerada uma espécie nova que é aciddfila,
termdfila e celulolitica. Além disso, essa espécie produz a enzima endo-1, 4-pB-glucanase (E1),
a qual é utilizada para a hidrdlise comercial da celulose em glicose e ajuda no processo de

decomposicéo das paredes celulares das plantas o que facilita a producdo de biocombustivel.

O género Acidobacteria bacterium, segundo CRITS-CHRISTOPH et al.
(2018), pode representam uma fonte de produtos naturais, as quais podem atender as
necessidades de novos antibioticos e outros compostos farmacéuticos.

Além disso, segundo SHENG et al. (2018), um estudo mostra a aplicacdo de
biocarvédo ao solo para sequestro de carbono no solo e mitigacdo do aquecimento global, em
que demonstra que o pH do solo é um dos principais fatores que afetam a comunidade
bacteriana do solo, e com isso varias avaliagdes foram realizadas e quando hd um aumento de
bactérias copiotroficas e uma diminuicdo de oligotréficas (por exemplo Acidobacteria), houve

um aumento da emissdo de CO?2.

Segundo BREWER et al. (2016), o género Candidatus Udaeobacter apresenta
um tamanho pequeno de genoma quando comparado com outros géneros, mas além disso
sabe-se que esse género ocupa um espaco de nicho que ndo requer diversidade funcional
expansiva. Essa caracteristica faz esse género ser classificado como micrébio dominante de
solo, visto que ainda ndo foi cultivado em laboratério, e, portanto, fica dificil ter
conhecimento de todas as suas propriedades no solo. Além disso, pertence ao filo
Verrucomicrobia dentro da classe Spartobacteria, e sabe-se que embora muitas bactérias do
solo precisem apresentar um genoma relativamente grande e complexo para obter sucesso no
solo, esse género Candidatus Udaeobacter demonstrar utilizar uma estratégia alternativa, em
que sacrifica a versatilidade metabdlica de modo que a sua eficiéncia seja dominante no

ambiente do solo. Isso sugere que bactérias abundantes e ndo cultivadas do solo
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provavelmente tém genomas menores do que as que sdo cultivadas que possuem dados
gendmicos disponiveis. Entretanto, sabe-se que a maioria das informacdes gendmicas das
bactérias sdo derivadas da taxa bacteriana cultivada, e com isso a falta de informacGes
gendmicas de bactérias com genomas compactos podem originar desafios relacionados a taxa
de cultivo.

O género Candidatus Udaeobacter apresenta um estilo de vida
aerobio/heterobio, sendo capaz de utilizar uma gama de substratos de carbono para seu
crescimento, incluindo glucose, piruvato e quitobiose. Além disso, estudos mostram que essas
bactérias tem a capacidade de armazenar excesso de carbono como glicogénio ou amigo.
Outra caracteristica € que essa bactéria apresenta caracteristica auxotrofica para alguns
metabolitos provenientes de vias de producdo de aminoacidos e vitaminas, e isto implica que
estes compostos podem ser adquiridos a partir do ambiente do solo, pois muitos estudos
mostraram que aminoacidos livres e oligopeptideos estdo presentes no solo. Portanto, essas
caracteristicas mostraram que essa bactéria é capaz de reduzir a necessidade de carbono

organico no solo, adquirindo aminoacidos e vitaminas do ambiente. (BREWER, 2016)

De acordo com AWASTHI et al. (2017), o género RB41 esta relacionado a
ecossistemas de compostagem, e esse estudo mostra que essa bactéria € caracteristica de
ambientes naturais e antropoldgicos.

O género Bacillus, de acordo com WANG et al. (2018), em um estudo sobre
alteracBes de rochas de uma montanha rochosa e do solo adjacente, foi identificado
abundancia e eficiéncia de intemperismo de linhagens dessa bactéria. O nimero de cepas de
Bacillus era maior no solo do que nas rochas alteradas, enquanto que a proporcéo do nimero
de cepas de Bacillus para as do total de bactérias foi era maior nas rochas menos alteradas,
seguida das rochas mais alteradas e pelo solo. Além disso, observou que cepas altamente
solubilizantes foi maior em rochas mais alteradas, depois nas menos alteradas e por fim no
solo. Entre as espécies de Bacillus solubilizadores de Al, de 30-36% deles diferiam entre as
rochas alteradas e o solo, porém as espécies parecidas de Bacillus solubilizantes estavam
presentes nas rochas menos e mais alteradas. Portanto, esses resultados sugeriram a adaptacao
ecologica das populacdes de Bacillus com o intemperismo mineral, e o seu papel no
intemperismo mineral em ambientes de rocha e solo.

Outro papel importante de uma espécie de Bacillus, segundo DRAGOS et al.
(2018), € que através de estratégias fenotipicas e genéticas, através da divisdo de trabalhos

podem promover a producéo de biofilme na bactéria do solo Bacillus subtilis.
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De acordo com, RADOVANOVIC et al. (2018), uma nova cepa de Bacillus sp.
PPM3, a qual foi isolada de sedimentos marinhos do mar vermelho, no Egito, foi selecionada
por causa da sua capacidade de suprimir o crescimento de quatro fungos patogénicos, sendo
eles Aspergillus flavus, Fusarium graminearum, Mucir sp. Essa bactéria suprimiu o
crescimento e a germinacao de esporos de todos os fungos, sendo que a inibigdo maior foi em
relacdo ao Mucor sp. Portanto, essa bactéria apresenta um carater antifungico pela producédo
de metabolitos secundarios altamente estaveis, resistente a estremos pH, temperatura e
tratamentos enzimaticos. E com isso, atraves desses resultados, a nova cepa poderia ter um
potencial em aplicacbes comerciais como agente de biocontrole para tratamento de vérias
doencas de plantas causadas por fungos patogénicos e pos- colheita.

Outra caracteristica que pode ser associada ao género Bacillus, segundo LIU et
al. (2018), um estudo relacionado a dindmica na composicdo da comunidade em conjunto
com 13 genes de resisténcia a antibi6ticos e oito elementos genéticos mdveis, foram
analisados durante um processo de co-compostagem com gentamicina e residuos de
fermentacdo de lovastatina, e os resultados mostraram que o Bacillus pertencente ao filo
Firmicutes foi associado com degradacdo aumentada de gentaminica, decomposicdo de
matéria organica e carbono organico dissolvido e extensdo da dase termdfila do ciclo de
compostagem.

O género Bacillus, de acordo com LI et al. (2018), um estudo relacionado a
tecnologia de remediacdo para gerar simultaneamente bioeletricidade através de um eletrodo
solido como o inesgotavel aceptor de elétrons, mostrou que poluentes clorados sao melhores
metabolizados por decloracdo redutiva nas proximidades do catodo. Neste estudo, analisou a
eficiéncia de remocdo do herbicida metacloro (ML), e observou que aumentou célula de
combustivel microbiana (MFC) do solo, os quais foram contaminados com quantidades
diferentes de metacloro, sendo que o solo que foi contaminado com a menor quantidade teve a
eficiéncia de remocdo maior do herbicida. Em contrapartida, levando em consideracdo a
producdo de bioeletricidade, o solo com a maior quantidade de herbicidade metacloro
apresentou a maior producdo. Assim sendo, esse estudou mostrou com bases nas correlaces
de concentracdo de metacloro e abundancia de espécies nas células de combustivel
microbiana, que a espécie Bacillus sp. pode ser eletrogénio ou microbio intimamente
relacionados a correlacdo positiva entre os niveis de geracdo de bioeletricidade e suas
abundancias ao redor do anodo. Portanto, esse estudo sugere que uma adaptacdo direcional da

comunidade microbiana ocorreu para aumentar a remocao de herbicidas clorados ao redor do
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catodo e também aumentar a geracdo de bioeletricidade ao redor do &nodo, em sistemas de
remediag&o bioeletroquimica.

Segundo FAN et al. (2018), o género Haliangium € sensivel a sulfato de
colistina, e que quando na sua presenca ha uma diminuicdo da sua presenca no solo. Além
disso, o estudo mostrou que concentragdes de sulfato de colistina de 5mg/Kg e 50 mg/Kg
podem rezudir o metabolismo bacteriano e inibir seu crescimento. Portanto, sabe-se que solos
que apresentam sulfato de colistina prejudicam as fun¢des como transformacao de nitrogénio,
metanogénese e reducdo de sulfato no solo.

Além disso, de acordo com LING et al. (2014), um estudo testando a aplicacao
de um novo fertilizante bioorganico para melhorar a eficacia do biocontrole da murcha de
Fusarium, mostrou que com 0s anos continuos de cultivo, o tratamento da aplicacdo do
fertilizante tanto no viveiro quanto no solo apresentou menor incidéncia da doenca. E diante
desse estudo andlises de sequenciamento foram realizadas para verificar a diversidade
bacteriana e dentre os filos dominantes estava o Haliangium. Portanto, esse estudo pode
sugerir indicacdes de como regular a comunidade microbiana do solo, de modo a manter a
planta saudavel conseguindo controlar as doencas transmitidas pelo solo.

Outra caracteristica do género Haliangium é que ele é representado pela
mixobactérias, as quais sdo consideradas uma alternativa para producdo de antibidticos, e
também pode ser representado pela espécie Haliangium ochraceum, a qual precisa de um
ambiente salino e condicBes aerdbicas para se desenvolver. Essa espécie € classificada com
quimioautotrofa e tem a capacidade de se tornar um metabdlito antifungico e antibidtico,

sendo o antibi6tico mais comum a haliangicina.

6. CONCLUSAO

e Correlagdo das andlises de solo em carater fisico, quimico e gendbmico
e Analise fisica: talhdes 17 e 103 texturas media; 224 textura arenosa
e Analise de macronutrientes (V%):
v Talhdes 17 e 103 -> eutroficos - fertilidade alta
v Talhdo 224 - distréfico - muito acido > fertilidade média/baixa
e TalhGes 17 e 103 com diversidade bacteriana muito parecida e mais estaveis

e Ranking de intemperizagéo e desenvolvimento: 224 - 17 - 103



o1

e Método de Sequenciamento: Satisfatdrio

e Determinacgdo de Bactérias com funcbes importantes para o solo

e Principais fungBes das bactérias encontradas nos solos: producdo de biofilme,
producdo de biocombustivel, recuperacdo de solos, producdo de antibioticos,
vitaminas, geracdo de bioeletricidade, controle de doengas em plantas, processos de
compostagem, ciclagem de carbono organicos, entre outras.

e Maior interesse nas bactérias para producdo de biocombustivel, processos de
compostagem, recuperacdo de solos e ciclagem de carbono orgénico, devido a esses

solos serem destinados a plantacao de cana-de-agUcar.
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