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RESUMS perda de diversidade e habitats em areas do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) é um
fendmeno natural, mas que tem se intensificado devido a ocorréncia de queimadas. Apos a ocorréncia do
fogo, as areas levam anos para se recuperarem, dependendo de fatores da qualidade do solo, incluindo as
bactérias associadas aos processos de ciclagem do Nitrogénio. Nesse sentido, o objetivo geral deste
trabalho foi identificar grupos bacterianos fixadores de Nitrogénio em amostras de solo do Cerrado do
Parque Nacional da Serra da Canastra - PNSC, impactados e ndo impactados pelo fogo, gerando uma base
de dados como passo introdutério para seu isolamento e utilizagdo posterior no processo de preparagédo do
solo na restauracdo de &reas degradadas pelo fogo. Para tanto, foram utilizadas amostras de solo de 8
areas distintas do PNSC com diferentes historicos de impactos pelas queimadas e a partir delas realizadas
andlises fisico-quimicas e andlises metagenbmicas. As amostras analisadas taxonomicamente
apresentaram aproximadamente 25% de abundancia relativa em nivel de género. Os géneros que possuem
gene nifH e que apresentaram maior abundancia relativa foram os Bradyrhizobium (2%) e Burkholderia
(1%), sendo que o género Bradyrhizobium foi observado presenca em todas as amostras das &reas
analisadas. Para se obter um parametro do efeito das queimadas na populacdo das bactérias do ciclo do
nitrogénio foram organizados os dados obtidos pelas bibliotecas metagendmicas com base nos bancos de
genes Kegg Pathway e NCBI. Foram observados 18 géneros distintos no total das amostras analisadas. Na
camada de 0-10 cm foi observada uma diversidade de 13 géneros distintos no total, enquanto que na
camada de 10-20 cm foram observados 15 géneros distintos, sendo comum entre as duas camadas 9
géneros. Nossos resultados indicam que a riqueza de géneros potenciais nifH apresentam freqiiéncias
distintas entre as areas estudadas. Por fim, cabe ressaltar que os resultados gerados contribuirdo para o

conhecimento basico da diversidade de microrganismos do ciclo do Nitrogénio do solo do PNSC.

INTRODUCAO:

A perda de diversidade e habitats em areas nativas de cerrado do Parque Nacional da Serra da
Canastra (PNSC) é um fenbmeno natural, mas que tem se intensificado devido a ocorréncia de queimadas
devido a causas antropicas. Os registros sobre a ocorréncia de incéndios na regido da Serra da Canastra
sdo bastante antigos, estes registros demonstram que a ocorréncia de fogo na regido é bastante antiga e
freqlente e, provavelmente, antes da colonizagdo européia ja havia uso do fogo por grupos indigenas
(IBAMA, 2005).

Segundo Medeiros & Fiedler (2004), o Parque tem sofrido incéndios florestais de grandes
dimensbes em uma freqiéncia anual/bienal, de forma que entre 1984 e 1996, apenas 1% da area do

Chapadéo da Canastra nao foi queimada e 92% foram queimadas pelo menos duas vezes.
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A escala de impactos causados pelos grandes incéndios de causa antropica provavelmente esta
afetando elementos da biota na Unidade, ja fragilizados por outros impactos provenientes do entorno, como
alteracdo da qualidade e quantidade de agua dos rios, desmatamentos, urbanizacao, etc (Medeiros, 2002).

Ap6s a ocorréncia do fogo, as areas levam anos para recuperarem parte de sua diversidade num
processo de estagios sucessionais que dependem dentre outros fatores da qualidade do solo, incluindo as
bactérias associadas aos processos de ciclagem do Nitrogénio. Este grupo de bactérias atua no processo
de incorporacdo de N, a biomassa, num processo ecoldgico chamado de FBN - Fixacdo Bioldgica de
Nitrogénio. Estes microrganismos sd@o importantes para o fornecimento de nitrogénio para a maioria das
plantas que formam a cobertura vegetal dos solos nativos e, portanto, sua presenca contribui para a sua
colonizagdo em estagios sucessionais seguintes.

Com a facilidade de obter sequencias de DNA, e o florescimento da “Era da Metagenémica
Ambiental” tornou possivel a obtengcdo de milhares de sequencias de DNA de qualquer bactéria presente
numa amostra de qualquer material: agua, solo, alimentos, efluentes, etc. Além disso, 0s sequenciadores de
nova geragdo permitem desvendar o vasto potencial dos microrganismos, cultivaveis e nédo cultivaveis,
incluindo os mais raros, possibilitando a descoberta de mais genes biotecnologicamente interessantes e
novas vias metabdlicas (CHISTOSERDOVA, 2010).

Diante do exposto o presente trabalho visa identificar grupos bacterianos fixadores de Nitrogénio em
amostras de solo do Cerrado do PNSC, impactados e ndo impactados pelo fogo, gerando uma base de
dados como passo introdutdrio para seu isolamento e utilizacdo posterior no processo de preparacdo do
solo na restauracao de areas degradadas pelo fogo.

METODOLOGIA:

Este trabalho foi realizado no Parque Nacional da Serra da Canastra localizado na area rural do
municipio de S&o Roque de Minas. O trabalho foi executado durante o plano de manejo integrado do fogo
do PNSC, efetuado pelos brigadistas do ICMBIio, onde foi feita a primeira execucdo desse plano que

contempla a confec¢do de aceiros negros.

1- Areas amostradas

Foram coletadas amostras de oito areas distintas: (1) maior histérico de queimadas; (2) menor
histérico de queimadas; (3) queimada no Gltimo ano; (4) queimada ha dois anos; (5) antes da queimada; (6)
apos a queimada (a favor do vento - coletada 30-40 minutos aproximadamente apds a queimada); (7) Antes
da queimada; (8) Apds a queimada (contra o vento — coletada imediatamente apds a queimada). Em cada
ponto de amostragem foram coletadas amostras de solo de duas profundidades distintas: 0-10 cm (regido
de rizosfera) de 10-20 cm para anélise metagendmica e uma amostra composta de cada uma das &reas de
0-20 cm para andlise fisico-quimica. Para determinacé@o das areas foi utilizado como base o mapeamento
do plano de agdo do manejo integrado do fogo utilizado pelo ICMBIio, que consta do historico das areas

gueimadas do PNSC.

1.1- Amostragem para analises fisico-quimicas
Em cada ponto de coleta definido foram retiradas cerca de 300g de solo com o auxilio de um trado

pedoldgico (amostra simples) na profundidade de 0-20cm. As amostras foram misturadas em um balde
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limpo formando a mistura das amostras simples uma amostra composta para cada uma das areas em
estudo. Para cada é&rea distinta foram coletadas trés amostras estabelecendo-se aproximadamente a
distdncia de 30 m uma da outra feita em zigue-zague, totalizando-se 8 amostras compostas.
Aproximadamente 1000g de cada amostra foram destinadas para analises fisico-quimicas, no
laboratério de solos, do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais - Campus Bambui,
conforme PROFERT-MG (2005). Foram avaliadas as concentracdes de potassio (K), fésforo (P), aluminio
(Al), magnésio (Mg) e matéria organica (MO), além de pH, hidrogénio + aluminio (H + Al), célculo de bases

intercambiaveis (SB), e textura do solo.

1.2- Amostragem para andlises metagendmicas

Em cada ponto de coleta definido (proximo aos pontos de coletas das amostras para andlise fisico-
guimica) foram abertas covas com o auxilio de enxada e sacho. Para cada area distinta foram coletadas
trés amostras, dessa forma, totalizaram-se 48 amostras (8 pontos de coleta x 3 repeticbes x 2
profundidades). Da parede de cada cova, com o auxilio de uma faca previamente desinfetada com alcool
70% e posteriormente flambada foram retiradas amostras de cerca de 50 gramas de solo, sendo
transferidas para sacos plasticos esterilizados e condicionadas em caixa de isopor a temperaturas ambiente
e posteriormente transportadas para o laboratério de Biologia Molecular do IFMG - Campus Bambui e

condicionadas em geladeira com temperatura aproximada de 10° C.

2- Extracdo de DNA da microbiota do Solo

A extracdo do DNA total presente nas amostras dos solos, foi realizada utilizando o Kit FastDNA ®
SPIN Kit for Soil (BIO 101 - MP Biomedicals) - Catalogo n.° (#6560-200) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante do produto. O material extraido foi utilizado para construgdo de bibliotecas de

rDNA 16S para andlise de diversidade e outros estudos.

3- Anédlise da integridade e quantificacdo do DNA metagendmico

A integridade do DNA metagendmico extraido das amostras foi avaliada em gel de agarose a 1%,
em tampédo TBE 10% (Tris, Borato e EDTA). Sendo preparadas aliquotas de 5 yL do DNA obtido de cada
amostra, mais 2 uL de tampdao de corrida 5X e mais 4 L de corante brometo de etideo foi submetido a uma
eletroforese. Para controle de leitura foi preparada uma aliquota de 5 yL DNA padrdo e mais 4 uL de
corante brometo de etideo, também foram submetidas a eletroforese. A andlise foi realizada em uma cuba e
tampao TBE, durante aproximadamente 2h, a voltagem constante de 80V. Os géis foram visualizados sob

luz ultravioleta.

4- Pardmetros de PCR para sequenciamento

Um fragmento de 466 pb do rDNA 16S foi amplificado usando os iniciadores: 341F
(CCTAYGGGRBGCASCAG) e 806R (GGACTACNNGGGTATCTAAT) flanqueando as regides V3 e V4
(Youngseob et al., 2005) com o codigo de barras. A amplificacdo por PCR foi feita utilizando 1 x Phusion®
High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs), 0,5 yM de cada um dos primers 341F e 806R e 100

ng de amostra de DNA. As condi¢cdes de incubacdo por PCR foram: 98°C durante 30s, seguidas de 35
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ciclos a 98°C durante 5s, 56°C durante 20s e 72°C durante 20s e um tempo de extenséo final de 72°C

durante 5 minutos.

5- Preparacgao e sequenciamento de bibliotecas

As bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando TruSeq® DNA PCR-Free Sample
Preparation Kit (lllumina, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante e os cddigos de indice foram
adicionados. A qualidade da biblioteca foi avaliada no sistema de Fluorémetro Qubit @ 2.0 (Thermo
Scientific) e Agilent Bioanalyzer 2100. Por fim, a biblioteca foi sequenciada em uma plataforma lllumina

HiSeq 2500 e foram geradas as leituras de 250 pares de bits pareadas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

1- Classificacéo fisico-quimica do solo do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC)

As amostras de solo das areas analisadas foram classificadas como argilosas e arenosas (Tabela
1). As andlises das propriedades quimicas do solo mostraram que os pH nas areas de estudo variaram
entre 4,7 a 5,4 (Tabela 1). As concentra¢gfes de nutrientes das amostras de cada uma das &areas foram

analisadas, no entanto, ainda nédo foram correlacionadas com os resultados de metagendmica.

Tabela 1- Classificacao fisico-quimica dos solos das areas analisadas do PNSC

CLASSIFICAGAO GRUPOS DE

AREA DE COLETA DO SOLO AMOSTRAGEM pH
1. Maior histérico de queimadas Argilosa T1RP e T1S 5,2
2. Menor histérico de queimadas Arenosa T2RP e T2S 5,0
3. Queimada no ultimo ano Argilosa T3RP e T3S 5.5
4. Queimada ha dois anos Argilosa TARP e T4S 54
5. Antes da queimada Arenosa T5RP e T5S 54
6. Apds a queimada Arenosa T6RP e T6S 54
7. Imediatamente antes da queimada Arenosa T7/RP e T7S 51
8. Imediatamente apds a queimada Arenosa T8RP e T8S 4,7

2- Andlise de Bioinformatica e Metagen6mica

Através do sequenciamento da regido rDNA 16S foram geradas 2.727.107 de sequéncias totais
apos filtragem e remocéao das quimeras. Posteriormente para padronizar o nimero de sequéncias em todas
as amostras foi realizada uma rarefacdo em 23.902 sequéncias por amostra, totalizando 1.147.296
sequéncias, sendo obtidas 5666 OTUs.

Os grupos de amostragem foram organizados quanto as areas de coleta e camadas de
amostragem. Onde a camada de 0-10 cm de solo representa a rizosférica (RP) e a camada de 10-20 cm

representa o solo (S).

2.1- Abundancia Relativa de Géneros
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As amostras analisadas taxonomicamente apresentaram aproximadamente 25% de abundéancia
relativa em nivel de género.
O género que apresentou maior abundancia foi o Acidibacter com 4%, destacando-se também os

géneros Bradyrhizobium (2%) e Burkholderia (1%) que possuem o gene nifH.
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Figura 1- Abundéancia Relativa dos Géneros.
2.2- Potenciais géneros gene nifH

N&o foi possivel obter nenhuma sequéncia do gene da nitrogenase redutase (nifH) devido ao
sequenciamento ter sido realizado através do gene 16S rDNA. Dessa maneira, para se obter um parametro
do efeito das queimadas na populacdo das bactérias do ciclo do nitrogénio foram organizados os dados
obtidos pelas bibliotecas metagenémicas com base nos bancos de genes Kegg Pathway e NCBI. Dessa
forma, géneros e numero de espécies potenciais gene nifH das amostras analisadas seguem listadas
conforme a Tabela 2.

Foram observados 18 géneros distintos no total das amostras analisadas. Na camada de 0-10 cm
foi observada uma diversidade de 13 géneros distintos no total, enquanto que na camada de 10-20 cm
foram observados 15 géneros distintos, sendo comum entre as duas camadas 9 géneros. Varios autores
tém relatado as queimadas como prejudiciais as bactérias fixadoras de N, ocasionando diminuicdo da
diversidade, riqueza e biomassa das comunidades microbianas do solo (YEAGER et.al, 2005; KENNEDY et.
al.,, 2010; TYSON et.al, 2004). Nossos resultados indicam que a riqueza de género potenciais gene nifH

apresentam fregliéncias distintas entre as areas estudadas.

Tabela 2- Géneros e espécies potenciais gene nifH da microbiota do solo do PNSC.
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TRATAMENTO GRUPOS GENEROS POTENCIAIS *Namero de
(RIZOSFERA DE CAPIM FLECHA 0-10) nifH Espécies
potenciais nifH
1. Maior histérico de queimadas T1RP Bradyrhizobium 10
Methylobacterium 2
Ruminococcus 1
2. Menor histérico de queimadas T2 RP Bradyrhizobium 10
Paenibacillus 18
Burkholderia 4
Microcoleus 1
Treponema 2
3. Queimada no Gltimo ano T3 RP Bradyrhizobium 10
Paenibacill 18
Treponema 2
Ruminococcus 1
4. Queimada ha dois anos T4 RP Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Fusobacterium 4
Microcoleus, 1
5. Antes da queimada T5 RP Bradyrhizobium 10
Fusobacterium, 4
Paenibacillus 18
Pelosinus 2
Methylobacterium 2
6. Apds a queimada T6 RP Bradyrhizobium 10
Clostridiu 2
Ruminiclostridium 2
Burkholderia, 4
7. Imediatamente antes da queimada T7 RP Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Fusobacterium 5
Burkholderia 4
Pelosinus 2
Methylobacterium 2
Thermodesulfovibrio 1
Desulfobacca. 1
8. Imediatamente ap6s a queimada T8RP Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Paenibacillus 18
Methylobacterium 2
TRATAMENTO GRUPOS GENEROS POTENCIAIS- *Namero de
(SOLO 10-20) nifH Espécies
potenciais nifH
1. Maior historico de queimadas T1S Bradyrhizobium 10
Gluconacetobacter 2
Hyphomicrobium 1
2. Menor histérico de queimadas T2S Bradyrhizobium 10
Paenibacillus 18
Desulfovibrio 9
Desulfobacca 1
3. Queimada no ultimo ano T3S Bradyrhizobium 10
Desulfovibrio 9
Methylobacterium 2
Ruminiclostridium 2
Desulfosporosinus 3
Microcoleus. 1
4. Queimada héa dois anos T4S Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Paenibacillus 18
Desulfomonile. 1
5. Antes da queimada T5S Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Paenibacillus 18
6. Apds a queimada T6S Bradyrhizobium 10
Desulfomonile 1
Treponema 2
7. Imediatamente antes da queimada T7S Bradyrhizobium 10
Paenibacillus 18
Burkholderia 2
Treponema 2
8. Imediatamente apds a queimada T8S Bradyrhizobium 10
Clostridium 22
Paenibacillus 18
Pelosinus. 2
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CONCLUSOES:

Através o presente estudo foi possivel caracterizar taxonomicamente diferentes géneros presentes
nas areas preservadas (menor histérico de queimadas) e nas areas submetidas a queimadas em tempos
distintos. E com base nos bancos de genes Kegg Pathway e NCBI foi gerada uma tabela de listagem com
0s possiveis géneros e nimero de espécies potenciais gene nifH presentes no solo do Parque Nacional da
Serra da Canastra. Assim, pode-se sugerir que os resultados gerados contribuirdo para o conhecimento da
diversidade de microrganismos do ciclo do Nitrogénio do solo do PNSC e com a analise dos dados ainda a
serem estudados possibilitardo, além disso, compreender o efeito do fogo na dindmica das comunidades
microbianas do solo e identificacdo de microrganismos resistentes e suscetiveis ao fogo e seu papel nas

comunidades.
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