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PEREIRA, Gilberto Aguiar. Estudo de comunidades bacterianas obtidas de
solo/serapilheira no Parque Estadual Mata dos Godoy. 2019. 95 f. Tese (Doutorado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O solo/serapilheira de cada ambiente florestal oferece inUmeros microhabitats Unicos para o
desenvolvimento dos microrganismos, contudo, mesmo diante de toda essa multiplicidade e
da possibilidade que elas desaparecam, as florestas tropicais e subtropicais sdo pouco
estudadas sob esta perspectiva, por isso, pesquisas com esta tematica devem ser celeremente e
amplamente realizadas. Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi estudar as comunidades
bacterianas obtidas a partir de amostras de solo/serapilheira coletadas em abril e outubro
numa floresta semidecidual subtropical pertencente ao Parque Estadual Mata dos Godoy
(Londrina — sul do Brasil) e ao bioma Mata Atlantica. Para isso, anélises de composicao,
diversidade, correlacdo, construcdo de mapas taxondmicos funcionais e de perfis
metagendmicos preditivos foram conduzidos a partir do sequenciamentos de alto rendimento
do gene 16S rRNA, utilizando o ambiente R, o portal METAGENSssistant, analise quimica do
solo e ainda ensaios enzimaticos in vitro. Como resultado, obteve-se no total, 267.819.585 pb
e 26 filos bacterianos. Além disso, constatou-se que no més de abril a comunidade bacteriana
foi mais rica e diversa do que no més de outubro. Constatou-se ainda que existem dois
padrdes de ocorréncia para os fatores ambientais e que eles sdo responsaveis por 80,41% da
dissimilaridade entre os dois conjuntos de amostras estudadas e as principais atribuicoes
fenotipicas recuperadas atraves de predicdes foram relacionadas aos ciclos biogeoquimicos do
enxofre, nitrogénio e carbono, metabolismo de pesticidas e a producdo do antibidtico
estreptomicina. Adicionalmente, ao se investigar melhor as atribuicbes fenotipicas
relacionadas ao metabolismo do carbono, a atividade da enzima cellulose-1,4-B-cellobiases
(EC 3.2.1.91) confirmou in vitro o resultado das analises realizadas in silico. Dessa forma,
pdde-se concluir que existe um padrdo de ocorréncia de filos bacterianos no solos/serapilheira
florestais e que o padrdo de correlacdo destes filos com os fatores ambientais possivelmente é
caracteristico de cada local. Péde se concluir também que o workflow utilizado neste trabalho
podem vir a se tornar uma alternativa as andlises atualmente utilizada em estudos
metabarcoding do gene 16S rRNA, contribuindo assim inclusive com a elaboracdo de novos
insights e hipodteses para o delineamento experimental de projetos futuros.

Palavras chave: Bactéria. Mata Atlantica. Metabarcoding. Predi¢do funcional. 16S rRNA.



PEREIRA, Gilberto Aguiar. study of bacterial communities obtained from soil/litter in the
State Park Mata dos Godoy. 2019. 95 p. Thesis (Doctorate in Genetic and Molecular
Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The soil/litter of each forest environment offers innumerable unique microhabitats for
development of microorganisms, however, under this perspective, tropical and subtropical
forests are little studied, therefore, research on this subject need to realize briefly and widely.
In this perspective, the objective of this work was to study the bacterial communities obtained
from soil/litter samples collected in April and October in a semi-deciduous subtropical forest
belonging to Parque Estadual Mata dos Godoy (Londrina - south of Brazil) and the Atlantic
Rainforest. For this, analyzes of composition, diversity, correlation, construction of functional
taxonomic maps and predictive metagenomic profiles were conducted from the high
throughput sequencing of the 16S rRNA gene, using the R environment, the
METAGENSssistant portal, soil chemical analysis and enzymatic assays in vitro. It obtained as
initially result, 267.819.585 pb and 26 bacterial phyla. In addition, in April the bacterial
community was richer and more diverse than the bacterial community of October was.
Moreover, there are two patterns of occurrence for metadata and these factors contribute with
80.41% of the dissimilarity between two sets of samples studied. The main phenotypic
attributions recovered through predictions were those related to biogeochemical cycles of
sulfur, nitrogen and carbon, pesticide metabolism and the production of the antibiotic
streptomycin. In addition, the predicted activity of an enzyme was confirmed in vitro
[cellulose-1,4-B-cellobiases enzyme (EC 3.2.1.91)]. In conclusion, there is a pattern of
occurrence of bacterial phyla in the soils/litter and the correlation pattern are possibly
characteristic of each specific site. Furthermore, the workflow used in this work may come to
become an alternative to the analysis currently used in 16S rRNA metabarcoding sequencing
studies because it contributes with the development of new insights and hypotheses for the
experimental design of future projects.

Keywords: Atlantic Rainforest. Bacteria. Metabarcoding. Prediction. 16S rRNA.
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1- INTRODUCAO

A Mata Atlantica € um dos ecossistemas mais biodiversos do planeta Terra, no
entanto, a megabiodiversidade deste bioma ndo é homogeneamente distribuida, e por isso, ela
pode ser dividida em 15 ecorregides que compartilham grande parte de suas espécies,
dindmicas e condi¢des ambientais (DI BITETTI; PLACCI; DIETZ, 2003). Entre todas elas, a
ecorregido Floresta Alto Parand (EFAP) era a mais extensa (28.565.777 ha), contudo,
atualmente esta area foi reduzida a somente 2,7% da sua area original no Brasil (DI BITETTI;
PLACCI; DIETZ, 2003). O Parque Estadual Mata dos Godoy (Londrina — PR) abriga um dos
poucos remanescente florestais pertencentes a EFAP e por isso foi a Unidade de Conservacao
do Parana selecionada para a realizacdo deste estudo.

A ecorregido Floresta Alto Parand é composta predominantemente por florestas
estacionais semideciduais que em funcdo de estarem sujeitas a um clima estacional,
apresentam semidecidualidade da cobertura de todo o seu conjunto florestal que pode perder
entre 20 e 50% das folhas na estacdo com menor incidéncia de chuvas (IBGE, 2012). Em
consequéncia a este acontecimento, parte desse material vegetal sera incluido as camadas
mais superficiais do solo, tornando estes locais, lugares privilegiados para o desenvolvimento
de investigacdes microbiolégicas (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015).

Em se tratando de estudos microbiol6gicos, o cultivo é a metodologia padrdo ouro
para caracterizacdo dos microrganismos, pois a partir dele, estudos bioquimicos, fisioldgicos e
genéticos podem ser conduzidos, no entanto, o sequenciamento de alto rendimento vém se
consolidando como uma alternativa viavel a utilizacdo desta metodologia (HUGERTH,;
ANDERSSON, 2017), pois possibilita que estudos ecolégico-funcionais sejam realizados de
forma independente de isolamento, purifica¢bes ou cultivos. Neste sentido, o gene 16S rRNA
tem sido selecionado para a realizacdo destes estudos, pois apesar de ser historicamente
utilizado em anélises taxondmicas e filogenéticas, atualmente ele também pode ser utilizados
para prever a abundancia de genes funcionais em comunidades microbianas atraves da
construcdo dos perfis metagendmicos preditivos (WOOD, 2016).

Estudos metabarcoding utilizando o gene 16S rRNA reduzem significativamente a
quantidade de dados necessarios para que ao menos se conheca os perfis funcionais das
comunidades microbianas e por isso, sdo considerados um ponto de partida econémico e
I6gico que contribuem com a elaboracdo de novos insights e hipoteses que podem inclusive

vir a redirecionar o delineamento experimental de projetos futuros; contribuindo desta forma,
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com que as ferramentas que sdo utilizadas com esta finalidade, assim como o Tax4fun
(ABRHAUER et al., 2015) se consolidem como novas opg¢des para complementar estudos sobre

comunidades bacterianas investigadas a partir de sequenciamentos do gene 16S rRNA.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Serapilheira

Serapilheira, serrapilheira, liteira ou folico sdo os termos mais utilizados para referir-
se a camada mais superficial do solo, na qual se incorpora por deposicao, restos de animais e
0S componentes senescentes da parte aérea das plantas como as folhas, frutos, sementes,
cascas e gravetos. Todos os termos citados anteriormente sdo sinbnimos e representam
tentativas de traduzir para a lingua portuguesa o termo em inglés forest litter (GOMES et al.,
2009). Neste trabalho, o termo serapilheira foi o termo selecionado para referir-se a este local.

A formacdo e manutencdo da serapilheira estd associada a taxa de deposi¢céo e também
a taxa de decomposic¢do dos residuos que sdo incorporadas a este horizonte organico do solo
(GEETHANJALI; JAYASHANKAR, 2016). A deposicdo dos residuos sobre o solo esta
diretamente relacionada a fatores como o clima (precipitacdo e temperatura), o solo
(quantidade de nutrientes e agua necessarios para a producédo de fitomassa) e idade, densidade
e diversidade do povoamento florestal; ja a decomposicdo é regulada pelas caracteristicas do
material organico, a natureza da comunidade decompositora e pelas condi¢es fisico-quimicas
do ambiente (altitude, latitude e tipo de floresta) (MISHRA; KUMAR, 2016). Desta forma, a
espessura da serapilheira esta diretamente associada ao ajuste fino entre estes dois processos,
sendo assim, caso 0 processo de deposicdo supere o0 de decomposi¢cdo a espessura da
serapilheira serd maior, no entanto, caso o processo de decomposicdo seja mais efetivo, a
espessura da serapilheira sera menor.

Neste sentido, para além da funcdo de camada depositaria de residuos, a serapilheira
acumulada exerce um papel fundamental na disponibilizacdo de nutrientes para o crescimento
das plantas e microrganismos, sendo este Ultimo grupo beneficiado duplamente, pois ha
também a possibilidade que eles se desenvolvam numa grande variedade de microhabitats que
este ambiente Ihes oferece. Além de tudo isso, a serapilheira acumulada atua também como
isolante térmico (melhoras as condigdes térmicas dos horizontes mais profundos), atenuador
de efeitos erosivos e também como um filtro armazenador de dgua proveniente da atmosfera
gue penetra no solo (PARRON et al., 2015). Assim, ao participar de varios processos
funcionais dos ecossistemas nos quais estdo inseridas, a serapilheira presta inestimaveis
servigos ambientais que inclusive possuem reflexos sobre questdes pertinentes ao bem estar

humano, evidenciando a sua grande importancia.
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2.2 — Estudos sobre a Serrapilheira em Florestas Estacionais Semideciduais Brasileiras

O conceito ecoldgico da Floresta Estacional Semidecidual é estabelecido em funcédo da
ocorréncia de clima estacional que determina a semidecidualidade da cobertura de todo o
conjunto florestal que pode perder entre 20 e 50% das folhas na estacdo com menor incidéncia
de chuvas (IBGE, 2012). Em consequéncia a este acontecimento, parte do material vegetal
sera incluido as camadas mais superficiais do solo destas florestas, tornando-as entdo, locais
privilegiados para o desenvolvimento de investigacGes sobre a serapilheira.

Nesta perspectiva, Vital e colaboradores (2004) desenvolveram a sua investigagcdo em
uma mata ciliar com vegetacdo do tipo Floresta Estacional Semidecidual, localizada no
centro-sul do Estado de S&o Paulo. A partir das informacgdes que coletaram, obtiveram como
resultados que a producdo anual total de serapilheira foi de 10.646,0 kg.ha™.ano™, sendo que a
maior deposicdo ocorreu no fim da estacdo seca e ainda observaram que o tempo necessario
para o desaparecimento de 95% dos residuos depositados foi de 639 dias.

Ja Pezzatto e Wisniewskil (2006), estudaram diferentes seres sucessionais de uma
Floresta Estacional Semidecidual ao longo das margens do reservatorio de uma hidrelétrica do
oeste do estado do Parana e obtiveram como resultado que a producdo anual total de
serapilheira foi de 10.372,39 kg.ha™.ano™, além disso, puderam observar que a quantifidade
da serapilheira depositada, apresenta uma correlagéo positiva significativa com a velocidade
média dos ventos e uma correlacdo negativa significativa com a umidade relativa do ar.

Adicionalmente, Pinto e colaboradores (2008) desenvolveram sua pesquisa em um
municipio pertencente a zona da mata mineira, em uma estacdo de pesquisa e educacdo
ambiental; neste local, obtiveram como resultado que a producdo anual de serapilheira na
“floresta madura” foi de 8.819 kg.ha™.ano™, além disso, constataram que a serapilheira era
composta predominante pela fracdo foliar (55,9%), seguida da fraces ramos (36,4%), frutos e
sementes (6,2%) e flores (1,5%). Ainda observaram que apesar de ser produzida de forma
continua ao longo de todo o periodo analisado que apresentou um modelo sazonal para a
producdo total de serapilheira onde os maiores valores de deposi¢cdo foram observados no
periodo da primavera.

Inserindo-se entdo neste contexto e compartilhando algumas das peculiaridades
inerentes a cada estudo ja apresentado, o Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) também
ja foi objeto de estudos sobre a serapilheira. Pimenta e colaboradores (2011) constataram que
a producéo anual de serapilheira no PEMG foi de 8.212 kg.ha™.ano™, sendo a fracéo foliar

responsavel pela maior parte da deposicdo (79%) e que outubro foi 0 més com maior
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deposicdo de biomassa comparado ao més de abril; além disso, constataram também que a
taxa instantdnea de decomposicdo (K) foi de 2,45 e que a floresta do PEMG apresenta
producdo de serapilheira e ciclagem de nutrientes caracteristicas de uma Floresta Estacional
Semidecidual bem preservada.

E possivel notar através da descricdo dos trabalhos apresentados nessa se¢do, que
mesmo sendo locais privilegiados para o desenvolvimento de investigacbes sobre as
comunidades microbianas na serapilheira, ndo se conseguiu encontrar até a presente data

trabalhos com esta tematica em Florestas Estacionais Semideciduais no Brasil.

2.3 - Microrganismos na serapilheira

Ao contrario do que se pensava, a comunidade de microrganismos ndao é amplamente
distribuida pelo solo, ela possui distribuicdo restrita e ocorre em microambientes que
compreendem menos de 1% do volume total deste ecossistema, os chamados hotspots
(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015). Nestes locais, 0s microrganismos so deixam o
seu estado dormente quando eventos bioldgicos como a deposicdo de residuos sobre
serapilheira acontece, neste sentido, este evento e este momento (hotmomemnt), sdo
considerados muito importantes para a comunidade microbiana, pois, entre outras coisas,
permite que a biomassa de microrganismos ativos nesta camada, chegue a ser de 4 a 20 vezes
maior do que em outros locais do solo (KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015);
evidenciando assim, a importancia para 0s microrganismos.

Ainda com relacdo aos microrganismos, os fungos sdo considerados os melhores
degradadores da serapilheira, pois possuem um sistema de enzimas extracelulares eficientes
para degrada-la (STURSOVA et al., 2012), capacidade de penetrar em materiais solidos
(FOUDYL-BEY et al., 2016) e resistenténcia ao pH &cido, condi¢Bes que privilegiam o
crescimento destes microrganismos (GROSSO et al., 2016). No entanto, as bactérias sdo mais
eficientes em absorver as moléculas de carbono e em disponibilizar nitrogénio
(macronutrientes essenciais para o desenvolvimento dos microrganismos) (STURSOVA et
al., 2012), e por estes motivos, podem ser consideradas tambem como participantes
importantes desses processos.

Em se tratando das bactérias, os filos bacterianos mais abundantemente encontrados
em todos os estagios sucessionais na decomposicdo da serapilheira sdo Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes (PURAHONG et al., 2016). No entanto, é preciso destacar que

0 padrdo de ocorréncia de microrganismos na serapilheira esta mais relacionado com o0s
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resultados encontrados nas regides boreais e temperadas (Figura 01) e que as florestas
tropicais e subtropicais sdo pouco estudadas sob esta perspectiva (BANI et al., 2018). Desta
forma, é fundamental que estudos com microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis obtidos a

partir do solo/serapilheira destas florestas sejam realizados.

Figura 01 - Distribuigdo geografica de estudos de campo em serapilheira e madeira morta nos
ultimos 10 anos (o tamanho dos circulos € proporcional ao nimero de artigos focados numa

regido especifica).

>5
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1-2

Fonte: BANI e colaboradores, 2018

2.4 — Fatores bidticos e abioticos que influenciam o desenvolvimento da comunidade

bacteriana no solo/serapilheira.

E preciso salientar também que assim como os processos de formacdo e manutencao
da serapilheira, a composi¢do das comunidades bacterianas presentes nestes locais, também
podem ser influenciadas por fatores como: os parametros fisico-quimico do solo, as condi¢Ges

climaticas e a diversidade e identidade do povoamento florestal (Figura 02).
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Figura 02 - Fatores bioticos e abidticos que influenciam o desenvolvimento da comunidade
bacteriana nos solos florestais
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Adaptado de Lladd, Lopes-Mondéjar e Baldrian (2017)

Adicionalmente, Romanowicz e colaboradores (2016) destacam que entre os fatores
citados na Figura 02, a umidade, o pH, o contetdo de carboxila, bem como as concentraces
de C e N, sdo fatores preponderantes para a composi¢ao de comunidades bacterianas totais e

ativas nos solos florestais e por isso sdo considerados fatores que direcionam este processo.

2.5 — Estudos metabarcoding

Tradicionalmente em estudos microbioldgicos, inclusive nos solos/serapilheiras, o
cultivo é a metodologia padrdo ouro para que se caracterize 0s microrganismos. Contudo,
estima-se que somente 1% das bactérias ambientais e de 30-40% das bactérias do trato
intestinal humano possam ser usualmente cultivadas in vitro (VARTOUKIAN, 2016). Desta
forma, como a maioria das bactérias permanece ainda ndo cultivavel, a composicdo de
comunidades bacterianas em ambientes como a agua, 0 ar e 0 solo inevitavelmente é
subestimada quando métodos baseados em cultivo sdo utilizados. Neste contexto, o
sequenciamento de DNA de alto rendimento vém se consolidando como uma alternativa
viavel a utilizacdo desta metodologia (HUGERTH; ANDERSSON, 2017). Neste sentido, as
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comunidades bacterianas obtidas a partir de amostras ambientais podem ser estudadas através
de sequéncias obtidas de genomas (metagenomas) ou entdo de genes marcadores taxondmicos
especificos (metabarcoding).

Estudos metagendmicos sdo muito Gteis na caracterizacdo funcional de comunidades
microbianas, mas sdo relativamente caros e requerem procedimentos complexos de
modelagem e analise de dados. Desta forma, estudos metabarcoding permanecem essenciais
em muitos estudos ecoldgicos microbianos, pois se baseiam no sequenciamento de sub-
regides hipervariaveis curtas amplificadas por PCR, o que permite uma maior profundidade
no sequenciamento sem impactar grandemente nos custos para a sua realizacdo (RAMIRO-
GARCIA et al., 2019).

Estudos relacionados a composi¢do microbiana na serapilheira e madeira presentes nos
solos florestais confirmam esta afirmacéo, ja que de acordo com Bani e colaboradores (2018)
53% dos estudos relacionados a estes locais utilizaram sequenciamento de alto rendimento no
periodo entre 2007 e 2017.

Estudos metabarcoding envolvem uma série de etapas que incluem desde a coleta de
amostras, extracdo e sequenciamento de DNA até as analises de bioinformatica upstream e
downstream da obtencdo da tabela de Unidades Taxonomicas Operacionais (OTU table)

(Figura 03). A seguir cada etapa sera descrita brevemente em subitens deste mesmo topico.

Figura 03 — Principais etapas de estudos metabarcoding em amostras ambientais.
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Adaptado de Mataragas e colaboradores (2018)
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2.5.1 - Amostragem

Uma amostragem representativa € um ponto chave em muitos estudos cientificos,
inclusive nos de metabarcoding. No caso dos solos florestais, a amostragem deve conter
replicatas, considerar os aspectos temporais, espaciais e de escala que sejam relevantes para
cada estudo e também tentar reduzir a variabilidade existente na microescala (LOMBARD et
al., 2011). Belanger e Van Rees (2008) sugerem ainda aumentar a superficie de solo coletado
para tornar as amostras mais representativas. Estes mesmos autores também recomendam que
a amostras de solos florestais sejam obtidas de transectos e que cubram individualmente pelo
menos 200 cm?.

De acordo com Belanger e Van Rees (2008) as amostras podem ser obtidas atraves de
duas técnicas: solo core e modelo quadrado. No primeiro caso, um cilindro de ago afiado
corta o solo florestal sem dificuldade e por isso é relativamente simples obter amostras através
desta técnica. No segundo caso, as amostras sdo obtidos através de aparatos quadrados que
sdo construidos com metais mais pesados com tampas de madeira e com armacdes que
ajudam a insercdo destes instrumentos no solo florestal. A obtencdo de amostras por esta
técnica apresenta maior dificuldade do que a realizada a partir da técnica do solo core,
contudo, ela permite que parametros como espessura, a massa Umida, massa seca, densidade e
teor de agua sejam estudados mais fidedignamente. Desta forma, a escolha da técnica a ser
utilizada na coleta dos solos florestais devem levar em conta os objetivos do estudo e também

as vantagens e desvantagens que cada uma delas oferece.

2.5.2 — Extracdo de DNA e PCR

Atualmente, duas abordagens sdo utilizadas para a extracdo de DNA bacteriano
obtidos a partir de amostras de solo (Figura 04): a extracdo direta, onde a lise celular ocorre
na matriz do solo e em seguida o DNA é extraido e purificado e a extracdo indireta, onde as

células bacterianas sdo primeiramente extraidas da matriz do solo e somente num segundo
momento estas células sdo lisadas e 0 DNA € extraido e purificado (FELCZYKOWSKA et
al., 2015).
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Solo

Figura 04 - Abordagens utilizadas na extracdo de DNA bacteriano do solo.
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Adaptado de Rajendhran e Gunasekaran (2008)

O método de extracdo direta de DNA é mais rapido do que o método indireto e muitas
vezes produz entre 10 e 100 vezes mais DNA do que a lise indireta, contudo, o método de
extracdo indireta libera DNA de alta qualidade e com menos contaminacdo exdgena. Entdo,
mesmo apresentando algumas desvantagens em relacdo ao método de extracdo indireto, o
método de extracdo direto comumente € o selecionado para a realizacdo de estudos
metabarcodings, pois aparentemente o rendimento é maior e o processo de obtencdo de DNA
é mais rapido (LOMBARD et al., 2011).

Apbs a extracdo de DNA, num estudo de metabarcoding, um gene marcador
taxonémico especifico é amplificado através de PCR. No caso de estudos de comunidades
bacterianas e das arqueias, o gene 16S rRNA é o gene padrdo ouro para o desenvolvimento de
estudos filogenéticos e por isso mesmo € um gene amplamente utilizado em estudos
metabarcoding (RAMAZZOTTI; BACCI, 2018).

2.5.3 — Sequenciamento de DNA

Atualmente quatro empresas possuem sequenciadores automaticos capazes de produzir
sequenciamento de DNA de alto rendimento; contudo o método que utiliza a terminacéo
reversivel das cadeias de DNA (TRCD), ha tempos dominam o mercado e a quantidade de
DNA de alto rendimento produzidos (REUTER; SPACEK; SNYDER, 2015).

O sequenciamento de alto rendimento por TRCD, envolve inicialmente & amplificagcdo

de moldes de DNA por clonagem na superficie de uma flowcell, onde ocorre o
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sequenciamento através de sucessivas rodadas de incorporacdo de base, lavagem e obtencéo
de imagens por uma camera CCD (apds a aquisicdo de uma imagem, um passo de clivagem,
remove o corante fluorescente e regenera o 3'OH para um proximo ciclo). A analise de
imagens de quatro cores é usada para determinar a composicdo das bases que entdo sdo
transformadas em arquivos com extensdes varidveis a partir dos quais € possivel realizar

diversas analises posteriores (Figura 05).

Figura 05 — Representacdo esquematica do sequenciamento de DNA realizado a partir da

metodologia de terminacdo reversivel das cadeias de DNA.
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Fonte: Reuter, Spacek e Snyder (2015)

2.5.4 — Andlises dos Resultados do Sequenciamento

e Andlises upstream antes da obtencéo da OTU table

As etapas computacionais tipicas necessarias para andlise inicial dos dados
metabarcoding obtidos por sequenciamentos de alto rendimento por TRCD consistem em:
filtrar as sequéncias que tém qualidade ruim, eliminar os adaptadores utilizados no
sequenciamento, mesclar as sequéncias (com base na sobreposicdo, caso 0 sequenciamento
tenha sido pair-end), agrupar sequéncias semelhantes com base num limiar de
identidade (frequentemente 97% para o gene 16S rRNA) e finalmente atribuir a cada conjunto
de sequéncias uma “Unidade Taxondmica Operacional” (OTU).

Diversas ferramentas off-line podem ser utilizadas nas analises upstream antes da
obtengédo da OTU table em estudos metabarcoding, contudo, ferramentas on-line user-
friedly (push-of-a-button) também podem ser utilizadas nesta tarefa e ainda oferecem as
vantagens da comodidade e de nédo se precisar de computadores altamente configurados. Por

estes motivos, estas Ultimas ferramentas vém se popularizando muito entre 0s usuarios ndo
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especialistas em bioinformatica ou entdo que entre aqueles que possuem recursos de software
ou hardware limitados (DUDHAGARA et al., 2015).

Tabela 01- Principais ferramentas on-line utilizadas para estudos metabarcoding.

Nome Weblink

MG-RAST https://metagenomics.anl.gov/

IMG/M http://img.jgi.doe.gov/m

METAREP http://jcvi.org/metarep/

Cometa http://comet.gobics.de/

METAGENassist http://lwww.metagenassist.ca/ MET AGENassist/
MetaABC http://metaabc.iis.sinica.edu.tw/

MyTaxa http://enve-omics.ce.gatech.edu/mytaxa/

metaMicrobesOnline

http://meta.microbesonline.org/

Metagenémica EBI

https://www.ebi.ac.uk/metagenomics/

CAMERA http://camera.calit2.net/
METAVIR http://metavir-meb.univ-bpclermont.fr/
Virom http://virome.dbi.udel.edu/

Adaptado de Dudhagara e colaboradores (2015)

Entre as ferramentas apresentadas na Tabela 01, o0 MG-RAST é uma das mais
utilizadas. Confirma esta afirmacdo, o fato de que nos ultimos nove anos, de acordo com a
base de dados PUBMED (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed) 115 trabalhos utilizaram o
MG-RAST no seu workflow [Figura 06 (nesta figura é possivel perceber adicionalmente que
existe uma tendéncia ascendente de utilizacdo desta ferramenta em trabalhos cientificos)].
Dudhagara e colaboradores (2015) atribuem estes bons resultados a boa usabilidade, a
pipeline simples (Figura 07) e a geracdo de varias analises de dados Uteis, descritas pelos
autores como fatores que corroboram para que este servidor online seja e continue popular e

muito utilizado.
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Figura 06 - Citacdo do MG-RAST no Pubmed no periodo entre 2009 e 2019.
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Fonte: PUBMED (2019)

Figura 07 — Pipeline de analise upstream antes da obtencdo da OTU table realizada pela
ferramenta online Metagenomic Analysis Server —- MG-RAST.
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Adaptado de Wilke et al., 2016

No MG-RAST inicialmente os arquivos fastq sdo trimados utilizando o Dynamic Trim
(COX; PETERSON; BIGGS, 2010) para remover as sequéncias com baixa qualidade
(sequéncias com 5 bases abaixo da pontuacdo 15 phred) e também as leituras que desviem
mais que dois desvios padrdo da distancia dos comprimento medio das sequéncias. Em
seguida, sequéncias especificas de Homo sapiens sdo removidas utilizando Bowtie
(LANGMEAD et al.,, 2009) e posteriormente, as sequéncias identificadas como rRNAs
ribossémicos sdo agrupadas por identidade (97%) utilizando o algoritmo cdHIT (FU et al.,
2012). As sequéncias mais longas, sdo selecionadas como representantes dos seus clusters e
submetidas a uma pesquisa por similaridade contra o banco de dados M5rna, com o auxilio do

algoritmo BLAT (KENT, 2002). Os dados obtidos sdo entdo integrados e expressos por
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abundancia que representa uma versdo dinamica de agrupamentos dos arquivos de

similaridade.

e Analises downstream depois da obtencdo da OTU table

Assim como as analises upstream antes da obtencdo da OTU table, as analises
downstream depois da obtencdo da OTU table, também podem ser realizadas de maneira on-
line (Tabela 02) e off-line (Tabela 03). Neste ultimo caso, a linguagem de programacéo R é
amplamente utilizada devido a grande oferta de pacotes gratuitos que possui e disponibiliza
para todos os interessados em utiliza-las (ODINTSOVA; TYAKHT; ALEXEEV, 2017).
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Tabela 02 — Servidores online mais populares para analises downstream apds a obtencéo da OTU table de acordo com as ferramentas que possuem.

Tools Microbiome-Analyst METAGEN-assist EBI-Metagenomics MG-RAST VAMPS
Registration No No Yes Yes Yes
Data Processing
Input Count tables; BIOM,; Count tables; BIOM,; Sequences Sequences Sequences
mothur output outputs from 4 tools a g g
Filtering Abundance, Abundance, variance - Abundance Abundance
variance, manual
Normalization Scaling, Scaling, _ Scaling, Scalin
transformation, rarefying transformation transformation 9
Taxonomic Profiling
Alpha-diversity Multiple - - Shannon Multiple
Beta-diversity PCoA & NMDS (2D & 3D) PCA, PLS-DA PCA PCoA PCOoA & NMDS (2D only)
Functional profiling
Functional prediction PICRUSt & Tax4Fun - - - -
Functional annotation SEED, KEGG
COG & KEGG - GO COG, eggNOG -
Pathway visualization Yes (JavaScript) - - Yes (SVG) -

Comparative analysis

Differential analysis

Univariate methods, DESeq2,
edgeR, metagenomeSeq

Univariate methods

Biomarker discovery & classification

LEfSe, Random Forests

SVM,
Random Forests

Meta-analysis

Taxon set enrichment analysis

105 strain sets, 174 species sets,
42 others

Integration with public data

Visual analytics with 3D PCoA

As ferramentas on-line citadas na Tabela 2 encontram se disponiveis em:

http://www.microbiomeanalyst.ca/ (MicrobiomeAnalyst)

Fonte: Dhariwal e colaboradores (2017)




http://www.metagenassist.ca/ (MET AGENassist)
https://www.ebi.ac.uk/metagenomics/ (EBI-Metagenomics)
http://metagenomics.anl.gov/ (MG-RAST)
https://vamps2.mbl.edu/(VAMPS)

30
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Tabela 03 — Pacotes R especificamente destinados a analise metagenémica/metabarcoding
comumente utilizados para: comparacdo de dois ou mais grupos (ALDEXx2), abordagens
avancadas baseadas em modelos lineares generalizados que permitem a analise de fatores
continuos e discretos (metagenomeSeq, edgeR, DESeq2) e os métodos para comparacao de
vetores (HMP, vegan).

Pacotes Testes estatisticos

ALDEX2 Wilcoxon, Welch and Kruskal-Wallis tests, ANOVA GLOOR, 2017

metagenomeSeq | Generalized linear model PAULSON; POP; BRAVO,
2013

edgeR Generalized linear model ROBINSON; MCCARTHY;
SMYTH, 2010

DESeq2 Generalized linear model LOVE; HUBER; ANDERS,
2014

HMP Generalized Wald-type statistics LA ROSA etal., 2012

vegan PERMANOVA, ANOSIM OKSANEN etal., 2013

Adaptado de Odintsova; Tyakht; Alexeev (2017)

| - Anélises Composicionais

Andlises da composi¢cdo de comunidades bacterianas podem ser qualitativas, quando
se examinam apenas a presenca de dados, ou quantitativas, quando também se leva em
consideracdo a quantidade de cada um dos dados. A andlises da comunidade core (bactérias
presente em todas as amostras) pode ser considerada uma andlise qualitativa. As analises
quantitativas também conhecidas como estruturais, incluem as analises como: a composicao
absoluta, a composicdo relativa e ainda o estudo das diferencas estatisticas entre as amostras
(HAMADY; KNIGHT, 2009).

Esquematicamente as analises da composicdo bacteriana podem ser representadas de
varias formas, entre algumas delas estdo: tabelas, graficos de barra e empilhado, além de
diagramas de Venn, extended error bar plot entre outros.

Usualmente, as analises composicionais sdo as primeiras analises downstream apos a
obtengdo da OTU table a serem realizadas, uma vez que podem ajudar a direcionar ou

redirecionar as analises posteriores.
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Il - Andlises de diversidade

Kim e colaboradores (2017) sugerem que a biodiversidade alfa pode ser definida como
riqgueza (nUmero de espécies presentes) e abundancia relativa de espécies (dominancia e
equabilidade). Diversos indices sdo utilizados para avaliar a biodiversidade bacteriana em
estudos metabarcoding, contudo, Chaol (CHAO et al., 1984), Simpson (SIMPSOM et al.,
1949) e Shannon (SHANNON; WETEHER, 1949) sdo os indices geralmente mais utilizados,
pois, sdo considerados os indices de biodiversidade mais robustos (Kim et al, 2017) e sdo

descritos na Tabela 04.

Tabela 04 — indices de biodiversidade mais utilizados.

indice Descricio Formula

]
indice relacionado a H= —Z{pi Inp; )
abundéncia relativa que i=1
atribui maior peso a
equabilidade Onde: s é o nimero de OTUs e p; é a propor¢do da comunidade
representada pela OTUi

Shannon

1
indice relacionado a D= o2
abundancia relativa que i=1 Fi
atribui maior peso a
dominéncia

Simpson
Onde: s € 0 numero total de espécies na comunidade e p; é a
propor¢do da comunidade representada pela OTUi

F,(F, —1
Sthaor = Spps + ﬁ
Chaol | indice relacionado a riqueza
Onde: F; e F, sdo as contagens de singletons e doubletons
respectivamente e Sg,s 0 nUmero de espécies observadas

Adaptado de Kim e colaboradores (2017)

Com valores tipicos entre 1,5 e 3,5 na maioria dos estudos ecologicos, o indice de
Shannon aumenta a medida que a riqueza e a uniformidade da comunidade aumentam. J& o
indice de Simpson (D) é uma medida de dominéncia que aumenta & medida em que a
diversidade diminui (KIM et al., 2017).

J& a diversidade beta se relaciona a variacdo na composicdo de espécies entre as
unidades de amostragem. Entre as medidas de diversidade beta, existem as que dependem e as
que ndo dependem da diversidade alfa e gama, sendo entdo, aquelas baseadas na
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dissimilaridade, provavelmente as mais comumente utilizadas neste Gltimo caso (RICOTTA,

2017).

111 - Andlises de correlacdo

O coeficiente de correlacdo linear de Pearson descrito abaixo, [r (equagdo 1)] varia

entre 1 e -1 e mede a associacdo entre duas variaveis (X e Y) pelo compartilhamento de suas
variancias (FIGUEIREDO-FILHO; SILVA-JUNIOR, 2009).

Equacdo 1 — Coeficiente de correlacéo linear de Person (r)

o Zx D0 —)
JCG—DICEG: )

De acordo com Dancey e Reidy (2013) os valores de r podem ser interpretados da

seguinte forma:

Quando r se aproxima de 1, o valor de uma variavel aumenta quando a outra também
aumenta, ou seja, ha uma relacdo linear positiva.

Quando r se aproxima de -1, também é possivel dizer que as varidveis sao
correlacionadas, mas nesse caso quando o valor de uma variavel aumenta o da outra
diminui. Isso € o que é chamado de correlacdo negativa ou inversa.

r =0,10/-0,10 até 0,30/-0,30 -> fraco;

r = 0,40/-0,40 até 0,60/-0,60 -> moderado;

r=0,70/-0,70 até 1/-1 -> forte.

Uma outra forma de se apresentar os resultados obtidos a partir de uma analise de

correlacdo é um correlograma que nada mais € que uma representacdo grafica de uma matriz

de correlagdo. A Figura 08 apresenta esquematicamente um correlograma produzido pelo
pacote corplot do ambiente R (WEl et al., 2017).
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Figura 08 — Como interpretar um correlograma do pacote corplot do R (WEI et al., 2017).
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Fonte: O proprio autor

IV - Analises funcionais

Historicamente o gene 16S rRNA vém sendo utilizado em analises taxondmicas e
filogenéticas, no entanto, atualmente ele também pode ser utilizados em predi¢bes funcionais
através da construcdo dos perfis metagenémicos preditivos (PMPs). Desta forma, estudos
metabarcoding com gene 16S rRNA que utilizam PMPs podem ser considerados um ponto
de partida econdmico e Iégico que contribuem com a elaboracao de novos insights e hipdteses
qgue podem inclusive redirecionar o delineamento experimental de projetos futuros;
contribuindo para que estas ferramentas sejam utilizadas com esta finalidade, assim como o
pacote do ambiente R - Tax4fun (ARHAUER et al., 2015) se consolidem como novas opgdes
de complementacdo de estudos sobre comunidades bacterianas investigadas a partir de

sequenciamentos do gene 16S rRNA, independentemente do local de obtencdo das amostras.

2.6 - Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG)

As amostras analisadas por este trabalho foram obtidas do Parque Estadual Mata dos
Godoy (PEMG) que se localiza na regido norte do Estado do Parana, no municipio de
Londrina (Figura 09).



Figura 09 - Localizacdo do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Fonte: Google Maps, 2018 e Mellati; Archela, 2014
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A sequir é apresentado a ficha técnica do PEMG (Tabela 05), onde sdo fornecidas

algumas informacoes sobre esta Unidade de Conservacéo.

Tabela 05 — Ficha técnica do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Unidade Gestora Instituto Ambiental do Parani - LAP

Endereco da Sede Fazenda Trés Bocas, Municipio de Londrina/PR
Superficie (ha} 675,70 + 14,4756 = 690,1756

Perimetro (m) 18.552,72

Municipio Londrina

Estado Parand

Coordenadas Geograficas do Centro da UC 232 27 latitude 3; 51° 15" longitude W

Decrete de Criagdo Decreto Estadual n® 5.130, de 05 de junho de 1989

Alteracdes Posteriores

Decreto Estadual n® 3.917, de 30 de dezembro de 1997

Limites

Sul: Ribeirdo dos Apenados

MNorte: propriedades particulares
Leste: propriedades particulares
Oeste: propriedades particulares

Bioma e Ecossistemas

Floresta Estacional Semidecidual {Floresta Subtropical
Larifoliada)

Atividades Desenvolvidas

Educaciio Ambiental, Fiscalizac3o e Pesquisa

Atividades Conflitantes

Caga

Atividades de Uso Pablico

Educacdo Ambiental: visitag3o de escolas (2" a 6" feira) e
visitagdo pablica {domingo no periado da tarde).

IAP, 2002
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2.6.1.1 - Informacdes adicionais

O PEMG é composto predominantemente por Nitossolos Vermelho (NV — Figura 10),
contudo em algumas planicies inundadas estes solos se associam com argila e formam os
Neossolo Flavico (NV — Figura 10). Enquanto que os solos provenientes dos afloramentos
rochosos de basalto que terminam no fundo do vale do cérrego Apertados sdo classificados
como Neossolos Litolico (NL — Figura 10) (IAP 2002). As amostras coletadas para este
trabalho foram realizadas em areas com Neossolos Vermelhos internacionalmente conhecidos
como Rhodic Ferralsol (FAO, 1994).

Figura 10 - Mapa de Solos do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).
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A floresta existente no PEMG ¢é um dos Ultimos remanescentes de Floresta Subtropical
(Floresta Estacional Semidecidual), que anteriormente cobria grande parte do Estado do
Parana e estendia-se até o Paraguai e Argentina. Atualmente este remanescente esta
circundado por areas ocupadas pela agropecuaria (IAP, 2002).

Quanto a composicdo florestal, o PEMG de acordo com Bianchini e colaboradores
(2001) apresenta um estrato superior denso, com dominancia de espécies como Cabralea
canjerana (Meliaceae) e Euterpe edulis (Arecaceae), e um estrato emergente composta
especialmente por Aspidosperma polyneuron (Apocynaceae) e Sloanea monosperma
(Elaeocarpaceae). Os estratos inferior e médio sdo mais rarefeitos, pouco iluminados e
compostos por arbustos esparsos e dominados por algumas arvores de pequeno porte, como

Eugenia verrucosa (Myrtaceae) e Sorocea bonplandii (Moraceae) (Figura 11).

Figura 11 - Perfil esquematico destacando a estrutura de um segmento de uma Floresta
Estacional Semidecidual.

Roderjan et al., 2002

J& o clima de acordo com a classificacdo de Kdppen é subtropical mido (Cfa), com
temperatura média anual de 20°C e a precipitacdo cerca de 900mm (INMET, 2018).

Uma outra caracteristica ambiental que merece destaque € a precipitacao
pluviométrica. Bianchini e colaboradores (2003) sugeriram que a cidade de Londrina (PR)
possui duas estacGes bem definidas quanto a precipitacdo. Informac6es coletadas pela estacao
meteoroldgica do Aeroporto Governador José Richa (Londrina — PR), concordam com esta
afirmacdo (Figura 12) e ainda adicionam que aperiodo com a maior precipitagdo
pluviométrica dura 5,5 meses (10 de outubro a 25 de margo) e possui uma probabilidade de
precipitacdo acima de 37%, enquanto que o periodo seco dura 6,5 meses (25 de mar¢o a 10 de
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outubro) e a probabilidade de um dia com precipitacdo € menor que 37% (Weather Spark,
2018), confirmando assim a afirmacéo realizada por Bianchini e colaboradores (2003).

Figura 12 — Porcentagem de dias com precipita¢des pluviométricas minimas de 1 milimetro.
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Fonte: Adaptado a partir de Weather Spark, 2018

Adicionalmente, Pimenta e colaboradores (2011) em seu estudo sobre a deposicdo da
serapilheira no PEMG, observaram que a precipitacdo pluviométrica € um dos principais
fatores que influenciam a deposicdo da serapilheira, sendo que os valores méaximos de
deposicdo aconteceram no final do periodo seco (setembro e outubro) e o valores minimos
aconteceram no final do periodo com maior precipitacdo (marco e abril). Desta forma, o inicio
da estacdo seca e o inicio da estacdo com a maior precipitacdo pluviométrica, foram os dois
momentos selecionados por este estudo para a realizacéo da coleta de amostras.

2.6.1 - Estudos microbioldgicos no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG)

Apesar da grande importancia que possuem 0S microrganismos nao sdo um tema
recorrente entre as pesquisas desenvolvidas no PEMG. Nos ultimos 10 anos, dos 98 trabalhos
cientificos desenvolvidos no PEMG (IAP, 2018), apenas 2 envolviam diretamente a tematica
microrganismos e somente Zangaro e colaboradores, (2013) disponibilizaram os resultados
que obtiveram atraves da publicacdo do artigo cientifico intitulado Root colonization and
spore abundance of arbuscular mycorrhizal fungi in distinct successional stages from an
Atlantic rainforest biome in southern Brazil; onde descrevem e identificam com base na

morfologia dos esporos, fungos micorrizicos arbusculares. Ainda neste trabalho, os autores
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salientam que o investimento que as plantas fazem nesta relacdo mutualistica, decresce com
0s estagios tardios de sucessdo florestal e puderam observar que o potencial do in6culo de
fungos micorrizicos arbusculares foi reduzido no PEMG. Desta forma, além de trabalharem
com um grupo restrito de fungos, o estudo demostrou que a diversidade encontrada foi
diminuida pelo estagio avancado de sucessdo do conjunto florestal do PEMG e apesar de
poder ser considerada uma primeira aproximacdo sobre a tarefa de inventariar como é
composta a comunidade de microbiana no PEMG, esta tarefa ainda nao foi concluida e podera
contar com a metodologia metabarcoding de 16S rRNA como uma ferramenta muito Util para

a realizacéo deste trabalho.
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3-OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

e Estudar as comunidades bacterianas presentes em amostras de solo/serapilheira

obtidas a partir de um conjunto florestal pertencente ao bioma Mata Atlantica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar analises upstream antes da obtencdo de OTU table;

e Analisar a composicao das comunidades bacterianas;

e Investigar a diversidade alfa e beta;

e Estudar as relagdes de correlagdo entre os principais filos bacterianos encontrados e 0s
metadados;

¢ Realizar predicdes funcionais e pesquisar sobre suas especificidades;

e Testar in vitro predices realizadas in silico.
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RESUMO

O solo/serapilheira de florestas estacionais semideciduais subtropicais sdo locais privilegiados
para o desenvolvimento de investigacGes sobre as comunidades bacterianas. Contudo, estudos
sobre esta tematica nestes locais, tem sido pouco realizados. Por este motivo, o objetivo deste
trabalho foi estudar comunidades bacterianas presentes em amostras de solo/serapilheira
obtidas a partir de uma floresta estacional semidecidual subtropical pertencente ao bioma
Mata Atlantica, localizada no sul do Brasil. Para isso, anélises quimicas do solo, testes
enziméaticos e ainda analises de composicdo, diversidade, correlacdo e predicdo foram
realizadas a partir de sequenciamentos do gene 16S rRNA. Assim, obteve-se como resultado
que existe um padrdo de ocorréncia de filos bacterianos nos solos/serapilheiras florestais e que
0 padrdo de correlagdo destes filos com os fatores ambientais possivelmente é caracteristico
para cada local especificamente. Além disso, constataram-se que predi¢des funcionais foram
confirmadas por experimentos in vitro e isso demonstrou que o workflow user-friendly
utilizado neste trabalho pode vir a se tornar uma alternativa para complementar os estudos

taxonémicos realizados a partir de sequenciamentos do gene 16S rRNA.
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INTRODUCAO

A ecorregido Florestas Alto Parana (pertencente ao bioma Mata Atlantica) (DI
BITETTI; PLACCI; DIETZ, 2003) é composta predominantemente por florestas estacionais
semideciduais que perdem entre 20 a 50% das folhas na estacdo com menor incidéncia de
chuvas. Assim, todo este material vegetal que € depositado sobre o solo, acaba
disponibilizando para os microrganismos Vvarios nutrientes e microhabitats, tornando estes
locais ambientes privilegiados para o desenvolvimento e estudos sobre 0s microrganismos
(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015).

Neste sentido, no solo/serapilheira florestal os fungos inicialmente sdo o0s
microrganismos presentes em maior nimero, no entanto, a biodiversidade e a biomassa de
bactérias aumenta muito durante o processo de decomposi¢io (VORISKOVA; BALDRIAN,
2013; TLASKAL; VORISKOVA; BALDRIAN, 2016;), isso acontece porque a Composi¢io
guimica da serapilheira se torna diferente a medida em que a decomposicao progride e as suas
varias camadas acabam por disponibilizar aos microrganismos diferentes substratos
(SNAJDR, et al., 2011). Além disso, a comunidade microbiana ainda é influenciada pelas
arvores, suas rizosferas (URBANOVA; SNAJDR; BALDRIAN, 2015) e também pela
sazonalidade, j& que, a temperatura e a quantidade de radiacdo solar influenciam a
disponibilizacdo dos fotossintatos que sdo importantes fonte de nutrientes para 0s
microrganismos (BALDRIAN, 2017). Ja nos solos a granel, as comunidades microbianas
também sdo afetadas pela identidade das arvores e pelo efeito delas sobre a composicdo
quimica do solo (TEDERSOO et al., 2016). Variacbes em pardmetros como umidade, pH,
teor de matéria organica e variagdes nas condic¢fes climéaticas também séo responsaveis pela
geracdo de hotsposts que afetam a composi¢do da comunidade microbiana a medida em que
criam condi¢Bes Unicas para o0 desenvolvimento dos microrganismos (KUZYAKOQOV;

BLAGODATSKAYA, 2015). Todos os fatores anteriormente citados, acompanhados ainda
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dos fatores estocasticos, contribuem para a variabilidade microbiana entre e dentro dos
ecossistemas florestais.

Desta forma, mesmo diante das inimeras possibilidades de criacfes de habitats
microbianos que podem ser observados e estudados nas mais diversas formacOes vegetais
existentes no mundo, o estudo sobre a ocorréncia de bactérias presentes no solo/serapilheira
florestal, & predominantemente realizado nas regiGes boreais e temperadas e as florestas
tropicais e subtropicais sdo pouco estudadas sob esta perspectiva (BANI et al., 2018). Por
isso, faz-se necessario que estudos sobre estes ambientes sejam celeremente e amplamente
realizados.

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi estudar as comunidades bacterianas
presentes em amostras do solo/serapilheira obtidas a partir de um conjunto florestal

pertencente ao bioma Mata Atlantica.

METODOLOGIA

Coleta do solo/serapilheira

O local selecionado para a realizagdo deste estudo foi o Parque Estadual Mata dos
Godoy (PEMG) que se localiza na cidade de Londrina e que pertence a regido sul do Brasil
(Figura 1).

O solo do PEMG ¢ classificado como um Rhodic Ferralsol (FAO, 1994). Ja o clima é
considerado subtropical umido mesotérmico (Cfa) com temperatura média anual de 20 °C e
900 mm de precipitacdo anual total (INMET, 2018) e a vegetacdo do PEMG pertence ao
bioma Mata Atlantica, sendo classificada como uma floresta subtropical semidecidual

primaria.
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Os meses de abril e outubro foram os selecionados para a realizacdo das coletas, pois
historicamente sdo 0s meses apds 0s periodos com a maior e menor pluviosidade
respectivamente (INMET, 2018). No momento da coleta, as amostras de solo/serapilheira
foram obtidas de forma superficial (2 cm), proximas a locais com presenca de fungos
macroscopicos com o auxilio de um cilindro de aco estéril (autoclavado) de acordo com o
sugerido por Belanger e Van Rees (2008).

Ap0s a coleta, todo o material obtido foi acondicionado em sacos plasticos com fecho
tipo ziplock, e em seguida, foram transportados até o Laboratério de Genética de
Microrganimos (LAGEM) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) em uma caixa
térmica de isopor com gelo até a realizacdo das analises quimica e a extracdo de DNA do

solo.

Analises quimicas e extracdo de DNA a partir do solo

A analise quimica do solo foi realizada de acordo com Babujia e colaboradores (2010)
e a extracdo do DNA foi realizada utilizando PowerMax Soil DNA Isolation Kit (MO BIO

Laboratories) seguindo as recomendacges do fabricante.

Sequenciamento Illumina

Inicialmente foi realizada uma PCR para amplificacdo geral da regido V3 e V4 do
gene 16S rRNA (PCR1). Os oligos utilizados nesta reacdo incluiram a sequéncia de indice
duplo necessaria para a multiplexacdo. Uma segunda reacdo de PCR (PCR2) foi realizada
usando cada conjunto de amplicon como molde. A PCR1 foi realizada a partir das seguintes

condigdes: 95 °C por 5 min, 25 ciclos de 95 °C para 45s, 55 °C para 30s e 72 °C para 45s e
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uma extensdo final de 72 ° C durante 2 min. J4 a PCR 2, utilizou: 95 °C por 5 min, 10 ciclos
de 95 °C por 45s, 66 °C por 30s e 72 durante 45 s e uma extensdo final de 72 durante 2 min.
A reacdo de PCR2 foi purificada utilizando o kit AMPureXP (Beckman Coulter, Brea, CA) e
as amostras foram entdo agrupadas em bibliotecas de sequenciamento e quantificadas por
gPCR usando o Kit KAPA de Quantificacdo para plataformas Illumina (KAPA Biosystems,
Woburn, MA). Assim, as bibliotecas ja ajustadas, foram sequenciadas em um sistema MiSeq,

utilizando recomendacdes do fabricante.

Analises Upstream

Os arquivos fastg obtidos através do sequenciamento foram submetidos ao pipeline de
analise do Metagenomic Analysis Server (MG-RAST) do Argonne National Laboratory
(WILKE et al., 2016).

Adicionalmente é preciso salientar que todos os resultados obtidos podem ser
acessados através do portal: https://www.mg-rast.org e dos nimeros de acesso mgs681644,

mQgs681647, mgs681650, mgs632034, mgs632031 e mgs645379.

Anélises Downstream

As analises estatisticas dos dados foram conduzidas a partir da tabela de metadados e
da OTU table no ambiente R 3.5.1 (R Development Core Team), utilizando inicialmente o
pacote Vegan (OKSANEN et al., 2013) para se estudar a diversidade alfa (através dos
calculos dos indices de Shannon, Simpson e Chaol), a diversidade beta (atraves do calculo da
diferenca na homogeneidade dos grupos com aplicacdo do teste de permutacdo), analise de

agrupamento (atraves da clusterizacdo hierarquica aglomerativa — vizinho mais proximo) e
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ordenacdo multivariada (através das analises de correspondéncia canénica e analise da
similaridade percentual). Adicionalmente utilizou-se o pacote Corrplot (WEI et al., 2017) para
as andlises de correlacéo (através do calculo do coeficiente de correlacao de Person).

Ja o servidor METAGENassist foi utilizado para que acessar as capacidades
funcionais dos microrganismos através do mapeamento taxondmico funcional automatizado
(ARNDT et al., 2012) e o pacote do Tax4fun do R (ABHAUER et al., 2015) foi utilizado para
que se construissem os perfis metabdlicos metagenémicos (PMM).

Andlises estatisticas adicionais foram conduzidas utilizando o software STAMP

(PARKS et al., 2014).

Ensaio enzimatico

Uma parcela das amostras do solo/serapilheira (1 g) coletadas durante os meses de
abril e outubro foram incubadas com e sem a utilizagdo do antiftngico benomil (50 pg mL™)
em erlenmeyers com 25 mL de tampdo citrato 0.05M, pH 4,8 em um banho-maria sob
agitacdo constante por 18 h (40°C e 120 rpm). Em seguida, o sobrenadante desta suspensao,
obtido por centrifugacdo (5000 RCF, 10 min e 4 °C) foi utilizado para quantificar as proteinas
de acordo com Bradford (1976) e a atividade da enzima exoglucanase (cellulose-1,4-f-
cellobiases EC 3.2.1.91) de acordo com Mandels e colaboradores (1976).

Todos os ensaios enzimaticos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
em Unidades por mg de proteina (U/mg), onde cada U foi definida como a quantidade de

enzima que é necesséria para catalisar a liberac&o de um umol de glicose mL™ min™.

RESULTADOS

Amostragem
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Neste trabalho, 267.819.585 pb foram (Tabela suplementar 1). As analises upstream,
indicaram que 62,86% dos reads relacionados as amostras coletadas em abril e 42,87% das

amostras coletadas em outubro receberam atribuicdes de OTUs.

Andlises Taxondmicas

Composicao

A partir de todas as OTUs atribuidas anteriormente, 26 diferentes filos bacterianos
foram identificados no total, entre eles 21 estavam presentes nas duas condi¢fes estudadas
(comunidade core) enguanto que o0s outros cinco (comunidade noncore) estavam presentes
somente em amostras coletadas em abril (Figura 2A e 2B).

Proteobacteria (32,98%), Actinobacteria (19,41%) e Firmicute (13,21%) foram os filos
mais abundantes em amostras coletadas em outubro. J& em abril, os filos mais abundantes
foram: Proteobacteria (26,81%), Actinobacteria (16,34%) e Bacteroidete (15,52%).
Comparando numericamente as duas condiges, dois dos trés filos mais abundantes, estavam
presentes nas duas condi¢cdes e somente um ndo estava (Figura 2B). Sob o ponto de vista
estatistico (G+Fisher test), a Figura 2C apresenta os quatro principais filos classificados de
acordo com o effect sizes que apresentaram diferenca estatisticamente significativa (intervalo
de confianca 95%). Através desta mesma analise é possivel constatar que as maiores
diferengas encontradas entre as duas condicfes, se referem ao filos numericamente mais

presentes que inclusive ja foram citados anteriormente neste mesmo topico.

Diversidade o e 8
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De acordo com os indices de Chaol e Shannon, as comunidades bacterianas obtidas a
partir de amostras coletadas em abril puderam ser consideradas mais ricas e diversas que as
amostras coletadas em outubro. Contudo, de acordo com o indice de Simpson as estimativas
de dominéancia foram semelhantes (Tabela 1).

Ja as analises de agrupamento baseadas em dissimilaridades, apesar de ndao
apresentarem diferencas estatisticas significativas, revelaram que as amostras MGAL, MGA2
e MGAZ3 coletadas em abril sdo mais proximas entre si do que das amostras MGO4, MGO5 e
MGOG6 coletadas em outubro. O mesmo acontece com as amostras coletadas em outubro em
relacdo a si mesmas (Figura 3A). Ja a analise de clusterizacdo (Figura 3B) foi capaz ainda de
mostrar que além do agrupamento inicial em dois grupos (clusters), cada um deles é composto
por um singleton (MGA2 e MGO5) e um cluster com duas amostras (MGA1-MGA3 e
MGO4-MGO6). Sendo entdo, MGO4 e MGO6 as amostras menos dissimilares e MGAL e
MGOG6 as amostras mais dissimilares. Complementarmente é possivel relacionar o singleton
MGAZ2 com a menor amostragem numérica de individuos do seu cluster e o singleton MGO5
com a maior amostragem do seu. Desta forma é possivel demostrar que as analises realizadas
produziram agrupamentos efetivos no que se refere as replicatas bioldgicas e os periodos de

coleta.

Correlagdo

Inicialmente € preciso destacar que existem dois padrGes de resultados para os
metadados (P1 e P2) (Tabela 2 e Figura 4) e que os filos: Aquificae, Bacteroidetes, Chlorobi,
Deinococcus-Thermus, Elusimicrobia, Fibrobacteres, Fusobacteria, Lentisphaerae e

Tenericute se correlacionam fortemente de maneira positiva com o P1 (r > 0,7 e p-value 0.05),
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enquanto que os filos Deferribacteres e Thermotogae se correlacionam fortemente mais de
maneira negativa a este padrdo (r > -0,7 e p-value 0.05). Ja os filos Actinobacteria,
Gemmatimonadetes e Proteobacteria apresentam correlacdes fracas de maneira negativa com
0 P1 (r < -0,2 e p-value 0.05). E preciso salientar ainda que o P2 ocorre na diregio oposta ao
P1, entdo todos os padrdes de correlacdo obtidos por esta andlise se repetem de forma
invertida no P2 (Figura 4). Um exemplo para esclarecer tal situacdo € o filo Tenericutes que
apresenta uma forte correlacdo positiva com o P1 e negativa com o P2. Assim, a ocorréncia
deste filo se correlaciona positivamente com os maiores valores de pH, Al, MO, C, N, P, Ca,
Mg, Zn e Fe (P1) encontrados nas amostras coletadas em abril e negativamente com o0s
maiores valores de K, Cu, Mn e C:N (P2) encontrados nas amostras coletadas em outubro.
Adicionalmente é preciso destacar que todos os filos pertencentes aos conjuntos forte e
fracamente correlacionados com P1 e P2 se correlacionam fortemente entre si (Figura

Suplementar 1).

Anélises multivariadas

Foi possivel constatar atraves da Anélise de Correspondéncia Candnica (CCA) que as
amostras coletadas em abril e outubro sdo 10.71% dissimilares entre si e que 80.41% desse
valor pode ser explicadas pelos fatores ambientais. Ja 0s 19,59% néo explicados pelos fatores
ambientais foram analisados a partir da Analise de Similaridade Percentual (SIMPER) que
revelou que 61,12% dele pode ser associado aos filos Proteobacteria, Bacteroidetes,
Actinobacteria e Acidobacteria em conjunto (Figura Suplementar 2). Nove outros filos séo
responsaveis por 35,81%. Os outros 3,07% sédo associados a outros 13 filos; indicando assim
que todos os filos identificados neste trabalho contribuem em maior ou menor proporgéo para

a dissimilaridade entre as amostras.
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Andlises funcionais

Mapeamento Taxondmico Funcional Automatizado

As capacidades funcionais associadas aos microrganismos, foram inicialmente
inferidas a partir das atribui¢es taxonémicas utilizando a ferramenta METAGENassist. Entre
os diversas predi¢cbes obtidas, o item metabolismo foi selecionado com o intuito de
complementar as andlises ja realizadas. Desta forma, foram observados que as 15 principais
atribuicdes fenotipicas recuperadas (predi¢des > 0,1%) puderam ser relacionados aos ciclos
biogeoquimicos do nitrogénio, enxofre e carbono, além do metabolismo de pesticidas e da
producdo do antibidtico estreptomicina (Tabela 3), representando desta forma, possivelmente,

0s eventos metabolicos mais importantes para a comunidade de microrganismos neste estudo.

Correlacdo entre as atribuicdes fenotipicas obtidas a partir do Mapeamento Taxonémico

Funcional Automatizado

A analise de correlacdo entre as atribuicGes fenotipicas (AF) recuperadas a partir da
andlise anterior, indica que a maioria das AF se tratavam de intera¢es positivas. Contudo, 0
mesmo ndo aconteceu com os itens: oxidacao de sulfato, degradacao de xilano, degradacgéo de
hidrocarbonetos aromaticos e unknown que, de acordo com o coeficiente de Person se
correlacionam de forma positiva somente entre elas mesmas (Figura 5) e por este motivo, foi

criada a hipotese que estas AFs estejam conectadas.

Perfis Metabolicos Metagendmicos e Ensaio enzimatico
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De acordo com as atribuicdes fenotipicas que apresentaram padrdo de correlagédo
diferente das demais na analise anterior, o item degradacdo do xilano foi a AF selecionada
como ponto de partida para a realizacdo de uma outra investigacdo funcional in silico
(Tax4fun), pois foi a Unica AF relacionada ao metabolismo de um macronutriente.

Ao se investigar as enzimas que degradam xilano [glicosidases (EC 3.2.1.-)], foram
observadas que 48 glicosidases foram preditas (Tabela suplementar 2), sendo que todas elas
foram submetidas a analises estatisticas no software STAMP; que apontou , que duas delas,
apresentavam predicdo diferencial ao nivel de 95% de confianca (Figura suplementar 3) e por
isto, elas se tornaram candidatas em potencial para a realizacdo do teste enzimatico in vitro.
Entre as duas enzimas pré-selecionadas anteriormente, a enzima cellulose-1,4-B-cellobiases
(EC 3.2.1.91) foi a escolhida para a realizacdo de ensaios in vitro, pois diferentemente da
outra enzima ela ndo possui atividade antibacteriana amplamente reconhecida (PRIMO et al.,
2018).

Desta forma, ao se realizar os experimentos relacionados as predi¢des do Tax4fun,
notou-se que caso se considerasse somente a utilizacdo dos resultados onde se empregou o0
antifungico, a predicao foi acertada [(7.92 U/mg foi a atividade especifica da enzima em abril
e 5.78 U/mg em outubro (p-value = 0,042)]. E preciso destacar ainda, que a atividade
especifica da enzima cellulose-1,4-B-cellobiases com a utilizacdo de antifingico em amostras
coletadas em abril foi proporcionalmente maior do que a atividade desta mesma enzima em
amostras coletadas em outubro (Figura 6), demostrando assim que possivelmente exista uma
participacdo mais efetiva dos fungos na producéo desta enzima nesta condicao, corroborando
com a hipdtese de que também no solo/serapilheira do PEMG independentemente da
condicdo estudada, os fungos e bactérias atuam de forma colaborativa para a degradacéo dos

compostos celuloliticos.
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DISCUSSAO

Anédlises Taxondmicas

Padrao de ocorréncia de filos bacterianos no solo/serapilheira

Os resultados de composicdo para os filos mais abundantes encontrados por esta
investigacdo (Proteobacteria, Actinobacteria e Bacteroidetes ou Firmicute — dependendo do
periodo de coleta das amostras) concordam com aquela obtida por Kim e colaboradores
(2014) na serapilheira de florestas tropicais e temperadas na Malésia (Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes) e também concordam com os resultados obtidos por Tlaskal;
Votiskova; Baldrian (2016) em uma serapilheira de uma floresta de carvalho na Republica
Tcheca (Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria). Os resultados de composic¢ao para 0s
filos mais abundantes encontrados por esta investigacdo também sdo similares aos
encontrados por Faoro e colaboradores (2011) no solo da Mata Atlantica no Brasil
(Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria) e Jeanbille e colaboradores (2016) no solo de
uma floresta temperada na Franca (Proteobacteria, Acidobacteria e Bacteroidetes). Sendo
assim, € possivel perceber que existe um padrdo de ocorréncia semelhante entre os trés
primeiros filos encontrados neste e nos trabalhos citados nesta secéo, especialmente aqueles
que estudaram as serapilheiras florestais. Este acontecimento possivelmente esté relacionado a
selecdo da comunidade bacteriana a partir dos substratos/ambiente presentes nos
solos/serapilheira florestais a medida em que 0s microrganismos mais familiarizados com
estes locais acabam se tornando os numericamente mais presentes (RINTA-KANTO et al.

2016).
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Padrao de correlacéo entre os fatores ambientais e comunidades bacterianas

No que se refere as analises de correlacdo, os resultados obtidos por esta investigacdo
concordam em niveis variaveis com os resultados obtidos por outros trabalhos (FIERER;
BRADFORD; JACKSON, 2007; HERMANS et al., 2016 e DELGADO-BAQUERIZO et al.,
2016).

Hermans e colaboradores (2016) e Delgado-Baquerizo e colaboradores (2016)
obtiveram resultados semelhantes ao que esta investigacdo obteve no que se refere a
correlacdo positiva entre os filos bacterianos e o pH. Contudo, os resultados obtidos por este
estudo concordam em parte com o Hermans e colaboradores (2016) no que se refere ao
namero de filos que se correlacionam positivamente com o aumento dos valores da relacéo
C:N e com a correlacdo negativa entre a concentracdo de C e os filos Chroflexi e
Actinobacteria apontada por Delgado-Baquerizo e colaboradores (2016). Além disso, ao
contrario do que aconteceu nos experimentos realizados por Hermans e colaboradores (2016)
esta investigagdo ndo constatou nenhuma correlagao negativa entre o filo Bacteroidetes e 0 Al
ou ent&o a correlagdo positiva entre os filos Acidobacteria e Protebacteria com a concentragédo
de C.

Sendo assim, € possivel dizer que mesmo analisando fatores ambientais semelhantes e
comunidades bacterianas de ambientes parecidos, o padrdo de correlacdo parece ser especifico
para cada ambiente que pode conter microrganismos Unicos ou entdo ecoétipos de
microrganismos mais adaptados a cada situagédo, sugerindo que a correlacdo exiba padrdes

caracteristicos para cada ambiente, em especifico.

Fatores ambientais e comunidades bacterianas no solo/serapilheira do PEMG — Variagoes

Sazonais
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Em se tratando do item composicdo, as maiores diferencas estatisticas encontradas
entre as duas condi¢cdes estudadas se referem ao filo Bacteroidetes que foi 8,71% mais
abundante em amostras coletadas em abril e o filo Proteobacteria que foi 6,17% mais
abundante em amostras coletadas em outubro. Possivelmente o filo Bacteroidetes apresenta
maior abundancia em amostras coletadas em abril porque abriga microrganismos que ajudam
a degradar carbonos recalcitrantes como 0s presentes nos polimeros celulose e lignina
(AISLABIE; DESLIPPE; DYMOND, 2013). Além disso, a abundancia relativa dos
microrganismos deste filo se correlacionam positivamente com a maior quantidade de N
disponivel (FIERER; BRADFORD; NEMERGUT et al., 2007), o que acaba concordando
com as informacgdes mostradas na Tabela 2, onde se pode observar que este macronutriente
estd numericamente mais disponivel nas amostras de solo/serapilheira coletados em abril. Ja
as Proteobacterias sdo um grupo metabolicamente diverso que incluem entre eles bactérias r-
estrategistas que crescem rapidamente a partir de diversos tipos de substrato e também
bactérias k-estrategistas que direcionam mais recursos energéticos para a producdo de
enzimas (LLADO, LOPEZ-MONDEJAR, BALDRIAN, 2017), ampliando desta forma, as
suas possiblidades de desenvolvimento. Além disso, bactérias deste filo, crescem mais
rapidamente em resposta a deposicao de lignina (DEANGELIS et al., 2011) e também porque
podem obter C e N dos micélios fungicos (BRABCOVA et al., 2016), condi¢des mais
relacionadas com as amostras coletadas em outubro (ZANGARO et al., 2013). Desta forma,
estes processos e estratégias, possivelmente justifiquem ao menos em parte das diferencas
encontradas na abundancia relativa destas bactérias entre as duas condic¢Oes pesquisadas.

No que se refere ao estudo da biodiversidade, os resultados obtidos por esta
investigacdo corroboram com a hipétese de que a diversidade apresentada pelas comunidades

microbianas possivelmente estejam associadas com o0s niveis de C e N das amostras de onde
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foram obtidas (PALVIAINEN et al., 2010), ja& que nas amostras coletadas em outubro a
disponibilidade de C foi muito menor do que nas amostras coletadas em abril. Estes mesmos
autores, sugerem ainda que a disponibilidade do N nos solos florestais, se relaciona com a
ligacdo ou ndo deste elemento aos grupos fendlicos, quinonas e carboidratos que se formam
durante a degradacdo de compostos lignoceluloliticos. Os nossos resultados possivelmente
também corroboram com esta sugestdo, pois a menor disponibilidade de N encontradas em
amostras coletadas em outubro possivelmente se relacione aos processos supracitados.

Ja o agrupamento sazonal dos metadados, observada nesta investigacdo através do P1
e P2, também pbde ser observado, mas ndo foi apontado por Pimenta e colaboradores (2011)
em um estudo sobre a ciclagem de nutrientes desenvolvido no PEMG. Além disso, entre 0s
metadados, também merece destaque os altos valores encontrados para 0 micronutriente Mn
nas duas condices estudadas, especialmente no que se refere as amostras coletadas em
outubro. Keiluweit e colaboradores (2015), esclarecem que este micronutriente € um recurso
chave para a degradacéo da serapilheira nos ecossistemas florestais, pois 0s microrganismos
recrutam e convertem os fons Mn?* em Mn*" que entdo se tornam capazes de degradar
estruturas aromaticas da lignina; além disso, quando o fornecimento de quelantes
estabilizadores deste ion como o oxalato e malato cessam ap6s a morte das células, o excesso
de Mn** se coprecipita com 6xidos e acabam acumulando-se, assim como possivelmente
aconteceu no PEMG gerando os altos valores encontrados.

Além disso, a diferenca entre as comunidades core e noncore e sua associagao
majoritaria com os metadados (CCA analysis) concordam com os resultados que Kielak e
colaboradores (2016) obtiveram a partir de uma floresta mista da Holanda, no qual
concluiram que a composi¢do da comunidade bacteriana, especialmente nos estagios medio e
finais da decomposicao da serapilheira, sdo melhores explicados pelos mecanismos baseados

na teoria de nicho que prevé que mudangas na composi¢do de espécies ndo sdo aleatérias e
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sim estdo relacionadas a mudancas nas variaveis ambientais. Desta forma é possivel apontar
que esta teoria também se aplica ao PEMG e que as espécies bacterianas sao selecionadas
com base em sua capacidade de habitar e explorar nichos especificos e que os parametros
ambientais sdo fatores do tipo driving para a selecdo de grupos bacterianos especificos no

PEMG.

Andlises funcionais

Mapeamento Taxonémico Funcional Automatizado

Entre todas as atribuicbes fenotipicas (AF) obtidas, o cluster que representa a
producdo do antibidtico estreptomicina foi o segundo cluster menos presente em média,
contudo, Popowska e colaboradores (2012), sugeriram que nos solos florestais este antibidtico
encontra-se entre as populacdes resistentes a menor diversidade de espécies, 0 que pode estar
relacionado com a sua eficiéncia e efetividade. Neste sentido, a utilizacdo desta estratégia
pode também no PEMG ser relacionada ao desenvolvimento e manutencao de alguns grupos
bacterianos especificos.

O cluster 3 (segundo cluster mais presente em média) se relaciona ao ciclo do enxofre,
um elemento que representa entre 0,5 a 1% do peso seco de uma célula microbiana e que
participa da composi¢do dos aminoacidos, proteinas, vitaminas e da coenzima A. Alem disso,
atuam como ligador de metais nas enzimas e como transportador de pesticidas através da
glutationa (FROSSARD et al., 2012). A predicdo expressiva de processos relacionados com
esse ciclo, se relaciona a participacdo essencial do enxofre na composicdo de diversas
biomoléculas, o que o torna um elemento imprescindivel, inclusive nos solos/serapilheira do

PEMG.
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A importancia das AF relacionadas com os ciclos do C e N (agrupamentos 1 e 2) é
inegavel, contudo também merece destaque as AF relacionadas a metabolizacdo de pesticidas
(terceiro cluster mais presente em media) que representa cerca de 12,96% de todas as AF
(Item 4 — Tabela 4), um namero relativamente baixo, mas relevante, ja que estes compostos
podem selecionar subpopulagdes microbianas e mudar toda a composi¢cdo da comunidade de
microrganismos (IMFELD; VUILLEUMIER, 2012). Esta situacdo pode ser agravada pela
presenca de solos com grande quantidade de matéria organica e argila (assim como ocorre
com o solo objeto deste estudo), pois elas podem formar ligacdes estaveis com os pesticidas e
aumentar sua permanéncia no solo (LANGENBACH; PAIM, 1995). Além disso, 0 PEMG
estd inserido numa regido predominantemente agricola, onde a maioria dos agricultores
praticam a agricultura convencional (STIPP; OLIVEIRA, 2004) e onde parte dos insumos que
utilizam acabam sendo transportados até o solo da floresta, que neste momento passa a
exercer também a funcédo de buffer zones, prestando o importante servico ambiental de evitar
que os pesticidas continuem sendo lixiviados (PASSEPORT et al., 2014). No entanto, todos
estes processos fazem com que as comunidades microbianas tenham que tolerar estes insultos
toxicos, constituindo assim, mais um fator que soma a outros, para ajudar a explicar como as

comunidades microbianas neste local s&o compostas.

Cellulose-1,4-p-Cellobiases (EC 3.2.1.91)

Além da realizacdo e analise do mapeamento taxonémico funcional automatizado, esta
investigacdo tentou avancar em avaliacGes in vitro realizadas a partir de predicdes in silico.
Para isso, inicialmente o item degradacdo do xilano foi o selecionado como referencial para o

estudo dos perfis metabolicos metagendmicos (PMM), pois foi o Unico item entre as trés
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atribuicbes fenotipicas que apresentaram padrdo de correlacdo diferente das demais que
estavam relacionado ao metabolismo de um macronutriente (carbono).

Diante de todas as predi¢cdes apuradas a partir dos perfis metabolicos metagenémicos,
o foco deste trabalho se voltou para as glicosidases, pois estas sdo as enzimas responsaveis
pela degradacdo de polissacarideos como o xilano. J& a selecdo da enzima cellulose-1,4-B-
cellobiases (EC 3.2.1.91) foi realizada pois as lizosimas (a outras enzima predita
diferencialmente) possuem atividade antibacteriana amplamente reconhecida, pois, degradam
peptideoglicano (PRIMO et al., 2018) e por isso poderiam afetar o desenvolvimento dos
experimentos subsequentes.

A predicdo diferencial das celobiases entre as duas condicdes estudadas,
possivelmente se relacione a composicdo da comunidade bacteriana de cada uma das
amostras, especialmente no que refere aos filos mais abundantes. Stursova e colaboradores
(2012) corroboram com esta hipdtese, ja que apuraram gque a composi¢do da comunidade
bacteriana que decompunham ativamente a celulose na serapilheira e no horizonte organico
do solo deuma floresta Picea abies era composta majoritariamente por Proteobacteria,
Bacteroidetes e Acidobacteria, composicdo semelhante aquela encontrada nas amostras
obtidas por este trabalho, especialmente em amostras coletadas em outubro (periodo onde a
predicdo de celobiases foi maior). No entanto, entre os trés filos mais abundantes encontrados
na floresta de P. abies citada anteriormente, somente o filo Acidobacteria ndo estava presente
entre os trés primeiros filos presentes neste trabalho e isso possivelmente aconteceu porque o
pH daquele local era mais acido do que a do PEMG, o que acaba por influenciar a
recuperacdo de Actinobacterias (Lauber et al., 2009), um dos trés filos mais presentes nas

amostras coletadas em outubro.

Ensaio enzimatico in vitro baseado nos Perfis Metabolicos Metagendmicos
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Os ensaio enzimatico realizado in vitro confirmou as predicdes realizadas a partir dos
programas de bioinformatica utilizados. Desta forma, estas ferramentas podem ser
consideradas pontos de partida econémicos e ldgicos que contribuem com a elaboracdo de
novos insights que podem inclusive vir a redirecionar o delineamento experimental de
projetos futuros; contribuindo assim para que se consiga investigar melhor uma determinada
comunidade a partir do sequenciamento metabarcoding 16S (WOOD, 2016), inclusive

atribuindo-lhes um maior valor agregado.

CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel concluir que apesar de
existir um padrdo de ocorréncia dos filos mais abundantes no horizonte organicos e
serapilheira dos solos florestais, a ocorréncia dos filos menos abundantes sdo mais flexiveis e
acabam por se adequar as especificidades de cada ambiente. No caso do PEMG, as
caracteristicas sazonais peculiares foram as grandes influenciadoras da composicdo da
comunidade bacteriana que também ¢é influenciada pelos pesticidas e sua metabolizacao
impostas pela microrregido onde todo o conjunto florestal do PEMG estd inserido.
Adicionalmente, foi possivel concluir que as predi¢cdes funcionais foram confirmadas pelos
testes in vitro e que estas analises podem vir complementar os estudos sobre as comunidades
bacterianas investigadas a partir de sequenciamentos metabarcoding do gene 16S rRNA e que
isso pode ser possivel através de interfaces user-friendly.

Além disso, esses resultados sugerem também que novas investigagdes focadas na
acao dos pesticidas devem ser realizadas no PEMG, assim como se deve incluir a preservagéo

de microrganismos e de todo o patrimonio genetico associado a eles ao plano de manejo do
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PEMG e ainda que sejam adotadas medidas para mitigar os danos ja causados, bem como,

sejam implementadas ac¢Ges para que eles ndo venham a ocorrer mais.
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TABELAS 1-3

Tabela 1 — Estimativas de riqueza (Chaol); dominancia (Simpson) e equabilidade (Shannon)
obtidas através das comunidades bacterianas (a nivel de filo) de amostras de solo/serapilheira

coletadas em abril e em outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

indices  Abril Outubro p-value

Chaol 26 21 0,002
Shannon 2,19 1,96 0,024
Simpson 0,81 0,84 0,138
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Tabela 2 — Analise quimica do solo obtida a partir de amostras de solo/serapilheira coletadas

em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

MACRONUTRIENTES
C N P K+ Ca* Mg**
(g/dm®) | (g/dm®) | (g/dm®) | (cmol/dm?®) | (cmol/dm®) | (cmol/dm®)
Abril 72,67 7.5 6,47 0,96 17,2 3,41
Outubro | 37,12 3,19 2,55 1,33 13,23 3,02
MICRONUTRIENTES
Cu Zn Fe Mn H* Al
(mg/dm®) | (mg/dm®) | (mg/dm®) | (mg/dm®) s (cmol/dm®) | (cmol/dm?)
Abril 1,53 21,36 19,11 238,07 5,68 2,64 0,08
Outubro 3,05 10,94 14,93 32214 | 52 2,86 0
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Predicao Abril  Outubro
1-Ammonia oxidizer 11,679 13,550
1-Nitrite reducer 12,091 12,682
1-Nitrogen fixation 4,775 6,837
2-Sulfate reducer 10,897 12,186
2-Sulfide oxidizer 7,843 7,637
2-Sulfur metabolizing 0,580 0,751
3-Carbon fixation 0,163 0,318
3-Chitin degradation 5,324 7,134
3-Lignin degrader 0,451 0,982
3-Xylan degrader 6,166 6,164
4-Atrazine metabolism 0,574 1,048
4-Chlorophenol degrading 0,372 1,347
4-Degrades aromatic hydroc. 0,964 0,352
4-Dehalogenation 9,599 13,027
5-Streptomycin producer 3,614 4,145
6-UNKNOWN 24,485 11,079
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coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

ciclo nitrogénio
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Tabela 3 — AtribuicBes fenotipicas [abundancia relativa (%)] recuperadas a partir da

classificacdo taxonémica obtidas através da ferramenta METAGENassist para as amostras
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LEGENDAS PARA AS FIGURAS 1-6 e FIGURAS SUPLEMENTARES 1-3

Figura 1- Vista aérea do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG), Londrina — Brasil,
destacando o local da coletas do solo/serapilheira que serviram de amostragem para a

realizagdo deste estudo (23°26° 42 S, 51° 14’ 54> W).

Figura 2 — Analises sobre a composicdo bacteriana ao nivel de filo em amostras de
solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).
2A — Abundancia relativa filtradas de acordo com 0,5% de ocorréncia. 2B — Comunidade core
(presente na interseccdo do grafico e composta pelos filos Proteobacteria, Actinobacteria,

Firmicutes, Acidobacteria, Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Nitrospirae, Gemmatimonadetes,
Thermotogae, Chloroflexi, Planctomycetes, Cyanobacteria, Chlorobi, Spirochaetes, Chlamydiae,
Synergistetes, Tenericutes, Thermodesulfobacteria, Deferribacteres, Elusimicrobia e Deinococcus-
Thermus e noncore (presentes exclusivamente nas amostras coletadas no outono e composta pelos
filos Dictyoglomi, Fibrobacteres, Aquificae, Fusobacteria e Lentisphaerae). 2C — Quatro principais

filos estatisticamente diferentes classificados de acordo com o effect sizes.

Figura 3 - Analise de agrupamentos realizados através de dissimilaridades (3A) e de
clusterizacdo aglomerativa (3B) obtidas através das comunidades bacterianas (a nivel de filo)
de amostras de solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos

Godoy (PEMG).

Figura 4 - Correlograma entre todos os filos bacterianos obtidos de amostras de
solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG) e

0s padrdes 1 e 2 (P1 e P2). No P1, os valores do pH, MO, Al, C, N, P, Ca, Mg e dos
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micronutrientes Zn e Fe foram sempre maiores nas amostras coletadas em abril, j4 no P2 os
valores da relacdo C:N, K e micronutrientes Mn e Cu eram sempre maiores nas amostras

coletadas em outubro.

Figura 5 - Correlograma entre todas as atribuicdes fenotipicas obtidas através da ferramenta
METAGENassist para amostras de solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque

Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Figura 6 — Atividade especifica para a enzima cellulose-1,4-B-cellobiases (EC 3.2.1.91) obtida

a partir de amostras do solo do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Figura Suplementar 1 — Correlograma entre todos os filos presentes no horizonte organicos de

amostras obtidas a partir do solo/serapilheira do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Figura Suplementar 2 — Analise de similaridade percentual (SIMPER) dos filos bacterianos
presentes em amostras contrastantes para a deposicdo de serapilheira obtidos a partir do

Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Figura Suplementar 3 — Enzimas glicosidases diferencialmente preditas obtidas a partir dos
perfis metagenémicos preditivos construidos com o auxilio do programa de bioinformatica
Tax4fun, utilizando para isso, as atribui¢cGes taxondmicas apuradas através do sequenciamento
metabarcoding do gene 16S rRNA de amostras de solo/serapilheira do Parque Estadual Mata

dos Godoy (PEMG).
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FIGURAS 1-6
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Figura 4
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Figura 5
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela Suplementar 1 — NUmero de sequéncias brutas, nimero de reads preditos como rRNAS
e Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) classificadas a nivel de filo obtidas a partir
das analises upstream realizadas no servidor online MG-RAST para amostras de

solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Estacdo do ano | Amostras read_s rRN_As OTU§ de bacj[éria
submetidos | preditos | a nivel de filo

MGA1 178.856 | 175.778 114.861

ABRIL MGA?2 126.755 | 124.829 78.825
MGA3 71.583 70.488 43.412

MGO4 141.704 | 138.504 56.239

OUTUBRO | MGO5 236.988 | 232.517 105.430
MGO6 122.211 | 119.532 53.090
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Tabela Suplementar 2 — Perfis metagendmicos funcionais de glicosidades (EC 3.2.1-) obtidos a partir do sequenciamento metabarcoding do gene 16S

rRNA de amostras do solo/serapilheira do Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Sample ID MGA1 MGA2 MGA3 MGO4 MGO5 MGO6
K01176; alpha-amylase [EC:3,2,1,1] 8,54E+13 0,0001 0,0002 0,0003 0,0002 0,0002
K01178; glucoamylase [EC:3,2,1,3] 0,0002 0,0002 0,0002 7,44E+13 7,28E+13 7,32E+13
K01179; endoglucanase [EC:3,2,1,4] 0,0003 0,0004 0,0005 0,0012 0,0008 0,0008
K01180; endo-1,3(4)-beta-glucanase [EC:3,2,1,6] 2,64E+10 2,84E+10 6,07E+10 5,19E+08 7,89E+09 9,23E+09
K01181; endo-1,4-beta-xylanase [EC:3,2,1,8] 0,0002 0,0002 0,0003 0,0004 0,0002 0,0003
K01182; oligo-1,6-glucosidase [EC:3,2,1,10] 5,96E+13 6,62E+13 0,0001 9,65E+12 9,48E+13 9,52E+13
K01183; chitinase [EC:3,2,1,14] 0,0001 0,0001 0,0003 0,0004 0,0003 0,0003
K01184; polygalacturonase [EC:3,2,1,15] 2,12E+13 2,09E+13 1,94E+12 8,93E+12 9,39E+12 7,84E+12
K01185; lysozyme [EC:3,2,1,17] 0,0002 0,0002 0,0002 3,8E+13 4,75E+13 4,64E+13
K01186; sialidase-1 [EC:3,2,1,18] 2,8E+13 3,08E+13 4,9E+13 0,0002 0,0001 0,0002
K01187; alpha-glucosidase [EC:3,2,1,20] 0,0006 0,0006 0,0007 0,0007 0,0006 0,0006
K01190; beta-galactosidase [EC:3,2,1,23] 0,0003 0,0003 0,0004 0,0003 0,0002 0,0002
K01191; alpha-mannosidase [EC:3,2,1,24] 8,81E+13 9,77E+13 0,0002 0,0001 7,8E+13 7,72E+13
K01192; beta-mannosidase [EC:3,2,1,25] 0,0002 0,0002 0,0002 0,0001 9,34E+13 8,42E+13
K01193; beta-fructofuranosidase [EC:3,2,1,26] 0,0001 0,0001 0,0001 8,33E+13 6,21E+13 55E+13
K01194; alpha,alpha-trehalase [EC:3,2,1,28] 472E+13 4,77E+13 7,78E+13 7,3E+13 9,4E+13 8,3E+13
K01195; beta-glucuronidase [EC:3,2,1,31] 2,76E+13 2,75E+13 3,58E+13 6,98E+13 1,77E+13 1,62E+13
K01197; hyaluronoglucosaminidase [EC:3,2,1,35] 1,77E+13 1,89E+13 2, 7E+13 8,36E+12 1,03E+13 1,03E+13
K01198; xylan 1,4-beta-xylosidase [EC:3,2,1,37] 0,0001 0,0001 0,0001 5,32E+12 3,25E+12 3,26E+13
K01199; glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase [EC:3,2,1,39] 8,47TE+12 8,72E+12 1,28E+13 1,75E+13 1,99E+13 1,68E+13
K01200; pullulanase [EC:3,2,1,41] 6,26E+13 6,85E+13 0,0001 0,0003 0,0003 0,0002
K01201; glucosylceramidase [EC:3,2,1,45] 3,41E+13 4,45E+13 8,25E+13 0,0002 0,0002 0,0001
K01205; alpha-N-acetylglucosaminidase [EC:3,2,1,50] 158E+13 154E+12 197E+13 4,59E+12 7,03E+12 7,24E+12

K01206; alpha-L-fucosidase [EC:3,2,1,51] 8,44E+13 8,53E+13 0,0001 0,0002 0,0001 0,0002



K01207; beta-N-acetylhexosaminidase [EC:3,2,1,52]

K01208; cyclomaltodextrinase [EC:3,2,1,54]

K01209; alpha-N-arabinofuranosidase [EC:3,2,1,55]

K01210; glucan 1,3-beta-glucosidase [EC:3,2,1,58]

K01212; levanase [EC:3,2,1,65]

K01215; glucan 1,6-alpha-glucosidase [EC:3,2,1,70]

K01216; licheninase [EC:3,2,1,73]

K01218; mannan endo-1,4-beta-mannosidase [EC:3,2,1,78]
K01219; agarase [EC:3,2,1,81]

K01220; 6-phospho-beta-galactosidase [EC:3,2,1,85]

K01222; 6-phospho-beta-glucosidase [EC:3,2,1,86]

K01224; arabinogalactan endo-1,4-beta-galactosidase [EC:3,2,1,89]
K01225; cellulose 1,4-beta-cellobiosidase [EC:3,2,1,91]

K01226; trehalose-6-phosphate hydrolase [EC:3,2,1,93]

K01227; mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosaminidase
[EC:3,2,1,96]

K01230; mannosyl-oligosaccharide alpha-1,2-mannosidase [EC:3,2,1,113]
K01232; maltose-6'-phosphate glucosidase [EC:3,2,1,122]

K01233; chitosanase [EC:3,2,1,132]

K01234; neopullulanase [EC:3,2,1,135]

K01235; alpha-glucuronidase [EC:3,2,1,139]

K01236; maltooligosyltrehalose trehalohydrolase [EC:3,2,1,141]
K01238; [EC:3,2,1,-]

0,0005
1,42E+12
0,0001
0,0001
4,28E+13
1,16E+13
1,08E+11
3,57E+13
2,77E+13
2,15E+13
4 5E+13
3,09E+13
3,62E+12
6,21E+13

1,52E+13

2,62E+12
1,36E+12
7,66E+12
2,52E+13
5,14E+13

0,0003

0,0005

0,0005
1,63E+12

0,0001
9,88E+13
4,65E+13
1,22E+13
1,11E+11
3,54E+13
2,65E+13
2,39E+13
4,85E+13
3,29E+13
3,84E+12
6,92E+13

1,7E+13

2,31E+11
1,45E+13
7,62E+12
2,77E+13
5,23E+13

0,0003

0,0004

0,0005
2,68E+12
0,0001
5,68E+12
6,85E+13
1,63E+13
1,56E+11
6,6E+13
2,03E+13
4,18E+13
8E+13
6,23E+12
7,89E+12
0,0001

2,87E+13

2,39E+12
2,53E+13
7,46E+12
54E+12
8,85E+13
0,0003
0,0008

0,0007
5,04E+12
9,73E+13
6,72E+11
4 87E+13

1,7E+13
4,63E+12

0,0001
1,03E+13
2,37E+12

0,0001
8,48E+13
2,52E+13
3,38E+13

8,95E+11

3,78E+10
1,02E+13
1,6E+12
5,2E+13
8,95E+13
0,0002
0,0054

0,0007
5,79E+12
4,74E+13
8,66E+12
4,45E+13

1,9E+13

5,4E+12
4,96E+13
9,24E+11
4,82E+12
9,07E+13
2,97E+13
3,06E+13
3,95E+13

8,34E+12

6,61E+11
5,85E+11
1,54E+12
6,26E+13
3,78E+12

0,0002

0,0037
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0,0007
4,37E+12
4 4E+13
8,93E+12
6,26E+13
1,46E+13
3,97E+12
5,23E+13
1,37E+13
5,37E+12
7,36E+13
2,78E+13
2,47E+13
3,78E+13

9,85E+12

6,48E+11
7,86E+11
1,69E+12
5,23E+13
3,31E+13

0,0002

0,0037
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Tabela Complementar 1 — Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) ao nivel de filo

obtidas a partir de amostras de solo/serapilheira no Parque Estadual Mata dos Godoy

(PEMG).

Filo

MGA1l MGA2 MGA3 MGO4 MGOS MGO6

Acidobacteria
Actinobacteria
Aquificae
Bacteroidetes
Chlamydiae
Chlorobi
Chloroflexi
Cyanobacteria
Deferribacteres
Deinococcus-Thermus
Dictyoglomi
Elusimicrobia
Fibrobacteres
Firmicutes
Fusobacteria
Gemmatimonadetes
Lentisphaerae
Nitrospirae
Planctomycetes
Proteobacteria
Spirochaetes
Synergistetes
Tenericutes
Thermodesulfobacteria
Thermotogae
Verrucomicrobia

8581 4635 2865 7432 12846 6927
20785 10957 7009 11343 20457 9876
75 48 26 0 0 0
17248 12565 6990 4385 6954 3279
80 27 18 30 20 18
3722 2475 1220 5 76 37
3119 2217 1002 1194 1375 783
762 511 395 719 148 301

1 1 1 4 4 1
15 20 5 1 1 0
76 610 44 0 1 0
17 41 10 0 3 1

122 120 95 0 0 0
10302 7279 4200 8044 13541 6788
16 21 14 0 0 0
1573 1743 769 1302 2198 1098
3 2 1 0 0 0

1655 1581 456 2037 2245 1422
2618 1422 608 827 1172 596
28513 22687 12379 14181 38200 18437
1506 63 64 16 43 20
438 66 140 4 16 7

3550 2701 1730 11 4 4
8 7 6 7 2 6
64 50 28 951 1561 843
10012 6976 3337 3740 4563 2646
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Tabela Complementar 2 — Analises sobre a composi¢do bacteriana ao nivel de filo de acordo

com a abundancia relativa e o effect sizes em amostras de solo/serapilheira coletadas em abril e

outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

Abundancia Relativa

(%) Effect size

Abril Outubro
Proteobacteria 26,816 32,977 -6,161
Acidobacteria 6,782 12,668 -5,886
Firmicutes 9,186 13,213 -4,026
Actinobacteria 16,344 19,407 -3,063
Thermotogae 0,059 1,562 -1,502
Nitrospirae 1,558 2,656 -1,098
Gemmatimonadetes 1,723 2,142 -0,418
Deferribacteres 0,001 0,004 -0,003
Lentisphaerae 0,003 0,000 0,003
Thermodesulfobacteria 0,009 0,007 0,002
Deinococcus-Thermus 0,016 0,001 0,015
Fusobacteria 0,022 0,000 0,022
Elusimicrobia 0,029 0,001 0,028
Chlamydiae 0,053 0,032 0,021
Aquificae 0,063 0,000 0,063
Fibrobacteres 0,142 0,000 0,142
Cyanobacteria 0,704 0,543 0,160
Synergistetes 0,272 0,013 0,259
Dictyoglomi 0,307 0,000 0,307
Spirochaetes 0,688 0,036 0,652
Planctomycetes 1,960 1,208 0,752
Chloroflexi 2,674 1,560 1,113
Chlorobi 3,128 0,054 3,073
Tenericutes 3,366 0,008 3,357
Verrucomicrobia 8,572 5,099 3,474
Bacteroidetes 15,523 6,807 8,715
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ANEXO 3

Informagdes Complementares 1 — PERMANOVA com 500 permutacdes utilizada para testar
os resultados obtidos pela Analise das Coordenadas Principais (PCoA) (IcomA — Figura 3A) e
matriz de dissimilaridades utilizada na construcdo do dendograma da Figura 3B (IlcomB),
ambos obtidos a partir de comunidades bacterianas (a nivel de filo) de amostras de
solo/serapilheira coletadas em abril e outubro no Parque Estadual Mata dos Godoy (PEMG).

IComA
Degrees of  Sequential Sums i
Parameter Freedom of Squares F p-value
Més 1 0,217 6,333 0,092
Residuals 4 0,137
IComB

MGA1 MGA2 MGA3 MGO4 MGOS
MGA2 0,248
MGA3 0,116 0,159
MGO4 0,256 0,202 0,201
MGO5 0,205 0,279 0,219 0,146
MGO6 0,282 0,199 0,211 0,065 0,166
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ANEXO 4

Tabela Complementar 3 — Coeficiente de correlagdo de Person, apurados a partir das
interacbes entre os metadados e a OTU table obtidos a partir do sequenciamento
metabarcoding do gene 16S rRNA em amostras do solo/serapilheira do Parque Estadual Mata
dos Godoy (PEMG).

Filos P1 P2
Acidobacteria -0,59 0,59
Actinobacteria -0,09 0,09
Aquificae 0,87 -0,87
Bacteroidetes 0,76 -0,76
Chlamydiae 0,43 -0,43
Chlorobi 0,86 -0,86
Chloroflexi 0,62 -0,62
Cyanobacteria 0,38 -0,38
Deferribacteres -0,71 0,71
Deinococcus-, Thermus 0,82 -0,82
Dictyoglomi 0,55 -0,55
Elusimicrobia 0,75 -0,75
Fibrobacteres 0,99 -0,99
Firmicutes -0,37 0,37
Fusobacteria 0,97 -0,97
Gemmatimonadetes -0,19 0,19
Lentisphaerae 0,87 -0,87
Nitrospirae -0,59 0,59
Planctomycetes 0,49 -0,49
Proteobacteria -0,14 0,14
Spirochaetes 0,47 -0,47
Synergistetes 0,67 -0,67
Tenericutes 0,93 -0,93
Thermodesulfobacteria 0,52 -0,52
Thermotogae -0,92 0,92

Verrucomicrobia 0,61 -0,61




