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Nas ultimas décadas tem ocorrido um declinio extensivo das espécies de
Quercus sp. ao longo da Europa Central e Bacia do Mediterraneo, induzida por
uma série de fatores bidticos e abidticos. De forma a compreender qual o
impacto do estado fitossanitario da espécie Quercus suber na populagéo dos
microrganismos do solo, foi efetuada a caraterizacdo e comparagdo do
microbioma do solo de sobreiros saudaveis e doentes.

Para isso, o DNA total da comunidade microbiana de dezasseis amostras de
solo, provenientes de sobreiros saudaveis e sobreiros decrépitos, foi extraido e
as sequéncias dos genes do rRNA 16S (bactérias) e do “Internal Transcribed
Spacer 1I" (fungos) foram amplificadas por PCR. Inicialmente foi utilizada a
DGGE como abordagem preliminar para comparagdo e agrupamento das
amostras. De seguida, as amostras selecionadas foram sequenciadas na
plataforma 454 da Life Sciences (Roche) de forma a detalhar a estrutura e
composicdo do microbioma associado a cada estadio de saude do sobreiro,
assim como comparar as populacdes de microrganismos presentes nestas
duas condicBes. Os resultados revelaram que ambas as comunidades
microbianas apresentavam uma elevada diversidade de espécies, verificando-
se nas comunidades bacterianas e fangicas uma predominancia dos filos
Proteobacteria e Basidiomycota, respetivamente. Na andlise funcional do
grupo dos fungos foram detetadas varias espécies de cogumelos,
ectomicorrizas, fungos saproéfitas e produtores de antibiéticos, e nas bactérias
verificou-se a presenca de microrganismos gue participam no ciclo do azoto,
produtoras de antibidticos, produtoras de acido lactico e promotoras do
crescimento das plantas. Na comparag¢do do microbioma do solo de arvores
saudaveis e decrépitas ndo foram observadas diferencas significativas para os
dois grupos de microrganismos. Desta forma foi demonstrado que o0s
exsudatos libertados pelas raizes ndo alteram significativamente a composicao
das comunidades microbianas presentes no solo livre de raizes.

No entanto, este trabalho possibilitou um avanco na compreensédo da estrutura
e composicdo das comunidades microbianas do solo de sobreiros, permitindo
desta forma a caraterizacéo global dos microrganismos presentes no solo do
montado.
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In recent decades there has been an extensive decay of Quercus sp. in Central
Europe and the Mediterranean Basin induced by a complex series of biotic and
abiotic factors. In order to understand the impact of Quercus suber health state
in soil microbiome, a characterization and comparison of soil from healthy and
diseased cork oak trees was performed.

For this, total DNA of the microbial community of sixteen soil samples from
healthy and decrepit cork oaks was extracted and the 16S rRNA genes
(bacteria) and "Internal Transcribed Spacer II" (fungi) were amplified by PCR.
Initially DGGE was used as a preliminary approach for comparing and
clustering samples. The selected samples were sequenced on the 454 platform
of the Life Sciences (Roche) to detail the structure and composition of the
microbiome associated with each health stage of the cork oak, so as to
compare the populations of microorganisms present in these two conditions.
The results demonstrated a high diversity of species for both microbial
communities, revealing a predominance of the Proteobacteria and
Basidiomycota phyla for bacterial and fungal communities, respectively. After
functional analysis, in the fungi group, species of mushrooms, ectomycorrhizae,
saprophytic and antibiotic-producing fungi were detected and in the bacteria
group, microorganisms that participate in the nitrogen cycle, antibiotic
producing, lactic acid producing and plant-growth promoting bacteria were
found. There were no significant differences between soil microbiome of
healthy and diseased trees in the two microorganism groups. It was thus
demonstrated that exudates released by the roots do not modify significantly
the microbial composition present in the bulk soil.

However this work has enabled a breakthrough in understanding the structure
and composition of microbial communities in cork oaks soil, allowing a
comprehensive characterization of soil microorganisms in the “montados”.
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Introducao

1.1 Introducéo

De acordo com o 5° Inventério Florestal Nacional publicado em 2010 (AFN, 2010),
cerca de 22.5% da éarea florestal ¢ ocupada por sobreiros (Figura 1), estando estes

maioritariamente localizados ao longo e a Sul do rio Tejo (Figura 2) (APCOR, 2011).
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Figura 1. Areas dos povoamentos florestais por espécie de Figura 2. Areas de montado em
arvore dominante (AFN, 2010). Portugal por regido (APCOR, 2011).

No territério portugués, o sobreiro tem as condicfes ideais para 0 seu desenvolvimento,
sendo uma das espécies mais importantes em Portugal. As florestas de sobro, conhecidas
como montados, sdo caracterizadas por uma diversidade de arvores onde o sobreiro é a
espécie dominante, podendo também ser encontrados arbustos e sub-bosque herbaceo
anual e outras arvores como azinheiras, pinheiros-bravos, etc. (Joffre et al., 1999). Hoje em
dia, estes ecossistemas mediterranicos tém um elevado valor quer a nivel social quer a
nivel econémico, uma vez que geram cerca de 12000 postos de trabalho direto, 6500
empregos na area florestal e milhares de empregos indiretos relacionados com outros
produtos do montado (gado, turismo, etc.). A partir do montado é possivel extrair inilmeros
produtos agroflorestais (Pinto-Correia et al., 1999; Montero et al., 2003; Pereira et al.,
2004), destacando-se a cortica pelo seu impacto a nivel econémico. Este sector contribui
anualmente para cerca de 2,3% do total das exportacdes nacionais e 30% de todas as
exportacdes de produtos florestais portuguesa. A inddstria da cortica é um caso especial na
economia portuguesa, pois é a Unica onde Portugal detém a primeira posi¢do a nivel
mundial em diversas areas (Mendes, 2002):

e 57% da producdo mundial de cortica em bruto;
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e 60% da produgdo mundial de processamento de produtos de cortica;

e Mais de dois tercos das exportacfes mundiais em volume de produtos de cortica.

Na Figura 3 sdo mostradas as principais aplicacdes da cortica, podendo ser usada
como material de construgdo, na moda e “design”, sendo maioritariamente utilizada na
producdo de rolhas de cortica usadas no engarrafamento do vinho e de outros liquidos
(Pereira, 2007).
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Figura 3. Evolucéo dos principais produtos exportados — Valor (Adaptado) (APCOR, 2011).

Como pode ser visto na Figura 4, o sobreiro é uma espécie tipica da regido do

Mediterraneo Ocidental, ocorrendo 2

espontaneamente em Portugal (33%) e d -

Espanha (23%), mas também no norte da - { R i L T
Argélia (18%), Marrocos (15%) e Tunisia i ':‘ Ks S P
(4%). Ha também &reas mais restritas como -’ o g Z AN
no sul da Franca (4%) e da costa ocidental é’iﬁ’: ":‘::j‘, 7
da Italia (4%), incluindo a Sicilia, Cérsega :ii

e Sardenha (Pereira et al., 2008). A area :*;;'

total que ocupa é de cerca de 1,43 milhGes Figura 4. Distribuigio mundial das florestas de

de hectares na Europa e 0,85 milhdes de S°Pro (Adaptado) (APCOR, 2011).

hectares no norte da Africa.
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1.2 Quercus suber L.

O sobreiro (Quercus suber L.) esta incluido na familia do carvalho, sendo uma
arvore de porte médio, com uma grande copa e altura média entre 15 a 20 m. O tronco tem
uma casca espessa e suberosa, comumente conhecida como cortica, fornecendo
isolamento, o0 que ajuda a arvore a sobreviver a incéndios. Esta espécie é perenifodlia,
apresentando folhas verdes escuras, brilhantes na face superior e cinza na inferior, devido a
presenca de pelos. Os sobreiros desenvolvem um sistema radicular vertical, que pode ser
dividido em camadas. As raizes finas da camada superior espalham-se a partir da raiz
principal, estando imediatamente abaixo do nivel do solo, numa profundidade de cerca de
30 cm. A segunda camada pode variar em profundidade e é formada em contacto com o
curso mineral subjacente. Regra geral, a recolha da cortica ndo é prejudicial para a arvore,
uma vez que a cada 9 a 10 anos uma nova camada de cortica com espessura idéntica é
regenerada, sendo novamente submetida ao descorticamento, podendo produzir entre 100 a
200kg de cortica durante o seu tempo de vida. A espécie é caracterizada por necessitar de
grandes quantidades de luz e calor, crescendo em zonas com uma temperatura média de 13
a 17 °C durante todo o ano. Suporta temperaturas maximas de até 40 °C, ocorrendo uma
reducdo temporaria do metabolismo, assim como temperaturas minimas de -10 °C, sem
que ocorram danos graves. Q. suber ndo tem grandes requisitos em rela¢éo ao solo, sendo
capaz de crescer em locais arenosos e argilosos de origem granitica e xistica, ndo sendo
possivel o seu desenvolvimento em solos calcarios. O pH do solo deve estar entre 0s 4.5 e

7.0 e a quantidade ideal de precipitacao situa-se entre 500 e 700 mm.

Nas ultimas décadas tem-se observado um decaimento extensivo de Quercus sp. na
Europa central e na bacia do Mediterraneo (Barbero et al., 1990; Fihrer, 1998). Esta
situacdo tem sido discutida em varios estudos sugerindo um declinio brutal em varios
montados induzido por uma série complexa de fatores bioticos e abidticos (Thomas et al.,
2002). Varios estudos apontam como principais causas 0S verdes secos e extremamente
quentes, contaminantes ambientais (Faria et al., 1996; Faria et al., 1998; Otieno et al.,
2006; David et al., 2007), surtos prejudiciais de espécies de Phytophthora (incluindo a
Phytophthora cinnamomi) (Brasier, 1996; Balci et al., 2003; Balci et al., 2003a; Moreira et
al., 2005) e danos nas sementes induzidos pelo pastoreio durante as uUltimas décadas

(Campos et al., 2008). No entanto as causas do declinio dos montados ainda ndo sdo
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totalmente conhecidas porque a floresta € uma estrutura dindmica complexa de grupos de

arvores e vegetacao associada (Ja et al., 2011).

Em Portugal, no final do século dezanove, este evento também foi descrito
(Almeida, 1898; Camara-Pestana, 1898), tornando-se um problema importante devido ao
elevado numero de arvores que estavam a morrer, nomeadamente no Alentejo e Algarve, e
pelo facto de Portugal deter cerca de 32% da area total de sobreiro a nivel mundial. A
Figura 5 mostra a evolucdo fitossanitaria do sobreiro, dividindo-se esta em 4 classes de
decrepitude. Numa arvore de classe 0 ndo se verifica qualquer sintoma de doenca,
apresentando-se esta robusta, vigorosa, esbelta e verdejante. Na classe 1, as arvores
apresentam ramos secos, em especial os rebentos do ano, mantendo a robustez da classe 0,
verificando-se apenas alguma perda de vigor. Nas classes 2 e 3 observa-se uma evidente
decadéncia da arvore, apresentando uma desfolha intermédia ou alta na classe 2 e um total
desfolhamento na classe 3. Nestas duas classes a arvore perde a sua robustez e vigor,
exibindo um aspeto seco e decrepito.

Classe 0

Figura 5. Evolucdo do estado fitossanitario do sobreiro, de acordo com a classe de decrepitude. As
percentagens indicam o nivel de desfolha.
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Durante os anos 90, grupos portugueses e espanhois realizaram estudos onde mostraram
que as espécies de sobreiro e azinheiro eram suscetiveis a Phytophthora cinnamomi (Tuset
et al., 1996) e concluiram que o principal fator da morte dos sobreiros se devia a este fungo
patogénico (Cobos et al., 1993; Moreira et al., 1993; Brasier et al., 1993a; Brasier et al.,
1993b). Nos ultimos 40 anos em muitos montados situados nas regides do sul verificou-se
um aumento da presenca de P. cinnamomi com o tempo, sugerindo que a populagéo deste

patdgeno esteja a aumentar consideravelmente (Moreira et al., 2006).

1.3 Microbioma do Solo

O solo é considerado o habitat na Terra mais rico em termos de diversidade
microbiana assim como no tamanho dessa comunidade. Em 1990 surgiu a primeira
publicacdo onde foi estimada a abundancia de procariotas no solo, tendo-se chegado a um
valor de 4600 genomas distintos por grama de solo (Torsvik et al., 1990). No entanto,
estudos mais recentes mostraram que este numero pode variar entre 2000 e 8,3 milhdes
(Gans et al., 2005; Schloss et al., 2006), sendo esta diversidade catalisada pela variagdo
temporal dos fatores fisico-quimicos, como a temperatura, humidade e nutrientes. Os
microrganismos do solo podem encontrar-se em diferentes micro-habitats, podendo estar
presentes na superficie de agregados de particulas do solo e em espagos porosos entre e
dentro dos agregados (Foster, 1988). Através de moléculas ou sinais especificos, eles
interagem com o ambiente envolvente, tendo um papel fulcral em processos ambientais,
tais como ciclos biogeoquimicos de nutrientes e de matéria e na manutencdo da sanidade
das plantas e da qualidade do solo (Lugtenberg et al., 2009). A interacdo dos
microrganismos com as raizes das plantas e constituintes presentes na interface raiz-solo
torna esta interface um ambiente dindmico conhecido como rizosfera (Lynch, 1990). A
rizosfera pode ser definida como a porcao de solo adjacente ao sistema radicular da planta
e que é influenciada pelos exsudatos das raizes (Buyer et al., 2002; Mukerji et al., 2006).
Esta regido € rica em agucares, aminoacidos, acidos organicos, acidos gordos e esterois,
vitaminas, nucleétidos entre outros compostos (Curl et al., 1986). Esta mistura complexa
de compostos organicos fornece fontes de carbono, azoto e outros nutrientes aos
microrganismos, que juntamente com fatores fisicos, quimicos e biologicos podem

influenciar a atividade e a estrutura da comunidade envolvente a rizosfera (Sgrensen,
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1997). Varios estudos tém mostrado que a rizosfera tem um grande efeito sobre as
populacbes e comunidades de bactérias e fungos, estando estas presentes em maior
densidade e diversidade quando comparadas com o solo onde ndo existem raizes (Maloney
et al., 1997; Semenov et al., 1999). Para o estudo deste ambiente tém sido utilizadas
diferentes técnicas. O cultivo e isolamento de microrganismos é o método tradicional, mas
apenas 0,1 a 1,0% das bactérias sdo cultivaveis, perdendo-se grande parte da informacéo e

portanto, a imagem formada ndo se aproxima da realidade (Staley et al., 1985).

1.4 Meétodos de Analise Molecular

Desde a descoberta da estrutura da dupla hélice de DNA ao desenvolvimento das
técnicas de sequenciacdo de Ultima geracdo tem ocorrido um grande desenvolvimento nos
métodos de andlise (Figura 6). Desta forma foi possivel contornar algumas das limitac6es
adjacentes aos métodos de isolamento e cultivo, tendo sido desenvolvidas abordagens
moleculares (técnicas independentes de cultivo), para uma melhor caracterizacdo e

comparagdo das comunidades microbianas do solo (Nakatsu, 2004).
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Figura 6. Alguns marcos importantes na historia da genémica e da sequenciacédo de DNA. Em 1953 foi
descoberta a estrutura da dupla hélice de DNA; 1961, foi dado o primeiro passo na decifragdo do codigo
genético; 1975, método de sequenciacdo por interrupcdo da sintese da cadeia do acido nucleico
desenvolvido por Sanger; 1985, criado o consdrcio internacional para sequenciar 0 genoma humano
(Projeto Genoma Humano); 1986, aumento das capacidades de sequenciacdo pelo uso de fluoréforos;
1995, publicado o primeiro genoma microbiano por J.C. Venter e seus colaboradores; 1997,
desenvolvimento e comercializacdo de sequenciadores capilares; 2005, desenvolvimento e
comercializacdo do pirossequenciador GS20. (Adaptado) (Bertin et al., 2008)
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Estes métodos envolvem a lise das células presentes no solo, extracdo dos acidos
nucleicos e analise de sequéncias-alvo ou de toda a informacdo genética. As técnicas
moleculares disponiveis para o estudo de comunidades microbianas dividem-se em dois
principais tipos (Ranjard et al., 2000):

e Anélise completa do DNA da comunidade: ferramentas moleculares que
permitem analisar toda a informacéo genética a partir do DNA extraido;

e Andlise parcial do DNA da comunidade: ferramentas moleculares que
normalmente analisam parte da informacdo, onde determinadas sequéncias

dos genomas sdo escolhidas e amplificadas por PCR.

Exemplos de métodos utilizados para a analise completa do DNA da comunidade
sdo a hibridizacdo do DNA (Buckley et al., 1998) e a cinética de reassociagdo (Torsvik et
al., 1990). Na analise parcial do DNA da comunidade séo utilizados métodos que analisam
sequéncias-alvo amplificadas por PCR. As sequéncias comummente utilizadas sdo os
genes do rDNA 16S, para bactérias (Lane et al., 1985), e a regido intergénica do RNA
ribossomal, nomeadamente o “internal transcribed spacer” (ITS), no caso dos fungos
(Seifert, 2008). Estes métodos incluem a analise por restricdo ou sequencia¢do dos
fragmentos de PCR, permitindo aceder a diversidade da comunidade em termos do niumero
de espécies diferentes, assim como a sua abundancia relativa. Outra possibilidade € a
impressdo digital genética, onde é possivel aferir, de forma global, acerca da estrutura
genética da comunidade microbiana. Estas técnicas baseiam-se na separacdo das
sequéncias amplificadas, por migracdo diferencial, em gel de agarose ou acrilamida. A
separacdo pode ser feita consoante o tamanho servindo de exemplo o polimorfismo do
tamanho do fragmento de restricdo (RFLP) (Liu et al., 1997), analise do espago intergénico
ribossomal (RISA) (Ranjard et al., 2001) e DNA polimdrfico amplificado aleatoriamente
(RAPD) (Hadrys et al., 1992), ou consoante a sequéncia — eletroforese em gel com
gradiente de desnaturacdo (DGGE) ou de temperatura (TGGE) (Muyzer et al., 1998).

Diferentes métodos de analise das comunidades fornecem diferentes informacGes e,
portanto, é necessario a aplicagdo de varios métodos para obter um quadro mais completo
das comunidades microbianas (Casamayor et al., 2002; Joynt et al., 2006). A utilizacdo de
métodos mais robustos (como a sequencia¢do) origina uma visdo mais detalhada da

comunidade mas em contrapartida sdo mais caros e demorados e exigem maior
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conhecimento técnico quando comparados com aqueles que produzem uma imagem
“instantanea” da comunidade. Em geral, as técnicas de impressao digital genética, como
DGGE e RFLP oferecem um maior rendimento e permitem a comparacdo de perfis de
varias amostras, facilitando dessa forma a analise espacial e temporal das comunidades
microbianas nos ecossistemas (Nakatsu, 2007). Num estudo recente, foi utilizada a DGGE
e a pirosequenciacdo para avaliar a variacdo da composicdo bacteriana da rizosfera de
plantas presentes em mangais. Os autores concluiram que a DGGE é uma técnica robusta,
eficaz e de custo reduzido, indicando-a como uma abordagem exploratéria para o estudo de
comunidades microbianas. Posteriormente podem ser aplicadas outras técnicas que

originam maior detalhe, como é o caso da pirosequenciacdo (Cleary et al., 2012).

1.5 Eletroforese em Gel por Gradiente de Desnaturacdo (DGGE)

\ A aceitacdo da abordagem de DGGE
(N Gomsclaon e para analise da comunidade do solo é evidente
v devido ao aumento constante do numero de
estudos desde 1997. Em 1993, foi publicado o

Extract nucleic acids from soil . . . . . B
(DNA, RNA or both) primeiro artigo cientifico onde é adaptado o uso

de DGGE para analise da comunidade

microbiana  (Muyzer et al,  1993).
Amplify target gene . L, .
S (e.g. 16S rRNA gene)  Posteriormente, uma série de grupos de
—— using PCR
— investigacdo aplicaram o método a analise da

comunidade do solo (Heuer et al., 1997;
Duineveld et al., 1998; Jensen et al., 1998). Os

métodos de eletroforese convencionais visam a

,_
e
=
-
n
w
N
(3]

Separate PCR .
products using a separagdo dos fragmentos de DNA consoante o
denaturing gradient

seu tamanho, mas através da DGGE a

Denaturant (formamide)
1

separacdo dos fragmentos ¢é feita pela
High e R . .
BCR prodiict sapacation by composicdo da sequéncia (Hovig et al., 1991).
composition and not size

Figura 7. Fluxograma das etapas para a analise Este método apresenta o pOtGﬂClal para detetar
da comunidade microbiana utilizando a reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese em
gel por gradiente de desnaturacdo (DGGE).
(Adaptado) (Nakatsu, 2007).

diferencas no comportamento de fusdo de
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pequenos fragmentos de DNA que, teoricamente, diferem por tdo pouco, como numa unica
base substituida. O protocolo de PCR-DGGE consiste em seis etapas principais: recolha
das amostras, extragdo do DNA, amplificacdo do gene-alvo por PCR, separacdo dos
fragmentos amplificados por DGGE, visualizacdo dos perfis e anélise de dados (Figura 7).
Os fragmentos de DNA (com cerca de 200-700 pb) sdo obtidos por amplificagdo do gene-
alvo tendo, aproximadamente, 0 mesmo comprimento. Em seguida, um gel de acrilamida
composto por um gradiente linear de desnaturante (de menor para maior concentragdo) €
usado para separar a mistura dos produtos de PCR com diferentes sequéncias (Muyzer et
al., 1993). Na DGGE, a ureia e formamida sdo usadas como agentes desnaturantes e, num
método semelhante, Eletroforese em Gel por Gradiente Térmico (TGGE), é utilizada a
temperatura (Muyzer et al., 1998). A medida que os produtos de PCR progridem através
do gel, estes séo submetidos a condic¢des de desnaturacdo cada vez mais fortes, chegando a
um ponto onde ocorre a separacdo total da dupla cadeia de DNA. A desnaturacdo depende
principalmente do tamanho do produto, do seu contedtdo em GC e da sequéncia de
nucledtidos. Assim € possivel obter uma migracao diferencial uma vez que para sequéncias
com maior conteido em guanina e citosina é necessaria uma maior concentragdo de
desnaturante. Isto deve-se ao facto dos nucleotidos, guanina e citosina, estabelecerem trés
pontes de hidrogénio entre as cadeias complementares, enquanto a adenina e timina
estabelecem apenas duas. O DNA parcialmente desnaturado migra mais lentamente no gel
em comparagdo com a sua conformacdo nativa, e portanto a medida que as cadeias de
DNA se separam, a migracdo no gel é retardada. Eventualmente a separacdo das cadeias
estende-se por todo o comprimento das cadeias e, de forma a produzir bandas nitidas, um
dos “primers” (“forward” ou “reverse”) carrega uma sequéncia de cerca de 40 pb rica em
GC (“clamp” 5°-GC) (Myers et al., 1985), permitindo desta forma uma estabilizacdo da
migracdo do fragmento, evitando assim a separacdo completa das cadeias (Sheffield et al.,
1989). Esta “clamp” tem um ponto de fusdo muito elevado e mantém as cadeias de DNA
unidas, fazendo com que as moléculas adotem uma forma de borboleta, cuja migracdo no
gel é fortemente retardada em relacdo as moléculas ndo fundidas. Assim, os perfis ou
impressdes digitais genéticas resultantes representam a estrutura da comunidade, uma
aproximacdo do numero de populagdes (representada em cada banda) e a sua abundancia
relativa (representada pela intensidade da banda) dentro da comunidade amplificada por

PCR. Como o PCR é o primeiro passo na DGGE, os perfis de impresséo digital sdo
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representativos da proporcdo de produtos de PCR, ndo podendo desta forma ser
correlacionados diretamente com a proporcdo dessa populacdo no seio da comunidade
(Chandler et al., 1997). Outra desvantagem da técnica deve-se ao facto dos gradientes de
desnaturacdo terem que ser ajustados a cada amostra para uma resolucdo ideal (Ogier et al.,
2002). Sun e seus colaboradores utilizaram a DGGE para documentar as diferengas nas
comunidades microbianas no solo que foi ou ndo tratado com estrume ou fertilizante
inorganico (Sun et al., 2004). Noutro estudo foram comparadas comunidades microbianas
do solo sem raizes e da rizosfera de forma a demonstrar o enriquecimento da comunidade

devido aos exsudatos da raiz (Duineveld et al., 1998).

1.6 Pirosequenciacdo

Desde as publicacbes de Maxam e Gilbert, e Sanger et al., em 1977, onde foram
descritos pela primeira vez métodos que permitiam a sequenciacdo do DNA (Maxam et al.,
1977; Sanger et al., 1977), ocorreu uma evolucdo draméatica nos métodos de sequenciacao
(Figura 8), impulsionada também pelo Projeto do Genoma Humano (Mardis, 2011).

QOutput per instrument run
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

10 B
. .

Output (kbp)

capillary pyrosequencer sequence sequencer Titanium, SOLID 3.0 2000

ABI 3730x| 454 GS-20 | Solexadllumina| ABI SOLID! Roche/454| lllumina GAllx, | lllumina Hi-Seq
sequencer analyser llumina GAll

. . . .
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Figura 8. Aumento da capacidade de geracdo de dados por corrida e plataformas de sequenciacdo lancadas
na ultima década. (Adaptado) (Mardis, 2011).

Estes novos métodos de sequenciacdo paralela massiva, nomeadamente a
sequenciacdo 454 da Roche (http://www.454.com/), fornecem uma plataforma conveniente
para uma gama ampla de aplicagbes que envolvem a sequenciacdo de genomas, de
transcriptomas, de amplicdes ou de metagenomas. A plataforma de sequenciacdo 454 da
Roche tem vindo a ser usada para a caracterizacdo de comunidades microbianas. Uroz e

colaboradores observaram uma grande diversidade de comunidades bacterianas que
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colonizavam a rizosfera de carvalho e assim como do solo circundante. Ao compararem
esses dois micro-habitats verificaram que as proporc¢des relativas dos diferentes filos
apresentavam diferencas significativas. A rizosfera era dominada por p-, y- e
proteobactérias em geral e, por outro lado, bactérias ndo classificadas estavam presentes
em maior abundancia no solo circundante, demonstrando que o solo continua a ser um
reservatorio de diversidade microbiana desafiante (Uroz et al., 2010). Num estudo
publicado em 2011, investigadores verificaram, através da pirosequencia¢do, que a
diversidade bacteriana era, filogeneticamente, mais rica em pastagens do que em solos
florestais, demonstrando desta forma que diferentes tipos de gestao dos solos influenciam a

diversidade bacteriana assim como a estrutura dessa comunidade (Nacke et al., 2011).

Neste tipo de abordagem é necessario construir uma biblioteca de sequéncias que
permitam a identificacdo filogenética, onde, como referido anteriormente, s&o utilizados os
genes do rRNA 16S e o ITS, para bactérias e fungos, respetivamente. Esta mistura
complexa de sequéncias é denominada biblioteca de amplicbes (Roche, 2006). O
procedimento de preparagdo das amostras de DNA para a sequenciacdo de amplicGes
consiste numa simples rea¢do de amplificagdo por PCR, onde sdo usados “primers” de
fusdo especiais (Figura 9) (Roche, 2006). A extremidade 3' (com cerca de 20-25 pb) de
cada “primer” de fusdo é desenhada para se ligar com uma sequéncia especifica de forma a
flanquear o gene de interesse, delineando as margens dos amplicdes que serdo produzidos
(ndo devendo estes exceder mais de 500 pb) (Roche, 2006).

5 > Template to be sequenced

) Left template- Right template- )
Primer A ) B B B Primer B
specific primer specific primer
- 5

Figura 9. Representacdo esquematica dos produtos da biblioteca de amplicdes (Roche, 2006).

Isso requer o conhecimento detalhado da sequéncia-alvo, em particular dos locais
reconhecidos pelos “primers”, que para 0s genes em estudo correspondem a regides
conservadas entre as bactérias e os fungos. Para a extremidade 5', os “primers”
correspondem a adaptadores do tipo A ou B, permitindo a posteriori a combinacdo com
outros componentes do sistema de sequenciacdo. Estes “primers” contém ainda uma
sequéncia chave para controlo interno da sequenciacdo (Roche, 2009). De forma a permitir
a identificagdo das diferentes amostras ap0s a sequenciagéo, os “primers” incorporam uma

sequéncia identificadora entre o adaptador A ou B (extremidade 5’) e a sequéncia
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especifica (extremidade 3’), que por analogia serve como um "cddigo de barras” das
amostras (Roche, 2009). Apos a construcdo da biblioteca de amplicdes, os fragmentos sao
imobilizados em “beads” de captura de DNA, de forma a permitir a sua segregacdo na
emulsdo (Figura 10). O objetivo deste passo € conseguir captar uma molécula de DNA por
“bead”, ¢ a cada micro-reator (micela) fazer corresponder uma “bead” isolada das outras

pelo oleo circundante (Roche, 2008).

& i ﬂ)m % it IODI

Create b4
Mix DNA Ubrary “Water-in-oil” “Break micro-reactors” Load beads into Load Enzyme
& capture beads emulsion Perform emulsion PCR  Isolate DNA containing beads PicoTiter™Plate Beads

Figura 10. Esquema representativo dos passos para constru¢cdo da biblioteca de “beads” com DNA
amplificado que serdo carregadas na placa de sequenciacdo. (Adaptado) (Ansorge, 2009).

A separagdo de cada “bead” no seu proprio micro-reator (com 0s reagentes necessarios
para a amplificacdo por PCR) ird permitir que em cada “bead” apenas exista um tipo de
“clone” durante a etapa de amplificagdo. O processo de captura envolve a hibridizagdo do
adaptador B, que foi ligado ao terminal 3° de cada molécula molde durante a preparacao da
biblioteca, aos oligonucleotideos complementares que estdo covalentemente ligados as
“beads” de captura de DNA (Roche, 2008). Para a formacao dos micro-reatores € feita uma
emulséo (Figura 10), onde a biblioteca de DNA-“bead” ¢ ressuspendida numa mistura de
amplificacdo e o6leo, de modo a formar uma emulsdo em 6leo. Este passo envolve uma
agitacdo mecénica vigorosa sob condi¢des controladas. Os produtos do passo da
emulsificacdo sdo micro-reatores (fase aquosa) com cerca de 50-100 um de diametro,
contendo cada um deles todos os componentes necessarios a amplificacdo por PCR e uma
unica “bead”. As “beads” em emulsdo sdo entdo sujeitas a PCR clonal para amplificacao
de cada molécula de DNA molde, denominando-se este processo de PCR de emulsdo
(emPCR) (Roche, 2008). Apos vaérios, ciclos o nimero de copias imobilizadas ronda as 10-
50x10° por “bead” (Figura 10). Posteriormente a emulsdo é quebrada quimicamente, e as
“beads” que contém a biblioteca de DNA amplificado (na forma de dupla cadeia) sdo
recuperadas e lavadas. As “beads” que contém DNA amplificado sdo enriquecidas da
populagdo total de “beads” através da hibridizagdo do “primer” enriquecido com biotina,

ligando-se a esferas magnéticas revestidas com estreptavidina. As “beads” com DNA sio
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separadas das esferas magnéticas
atraves da desnaturacdo dos produtos

da amplificagdo, formando-se uma

populacao de “beads” que carregam
. Polymerase  fragmentos de DNA de cadeia
PP simples, constituindo este o material

Sulphurylase ATP de entrada no sequenciador (Roche,
Luciferin
2008). As “beads” sdo colocadas

numa placa com cerca de 1 milhdo de

Luciferase

Light and oxyluciferin

. . L . pocos e em cada um apenas cabe uma
Figura 11. Cascata de rea¢des enziméticas que originam a

producdo de luz, processo necessario para este tipo de ‘“bead” com multiplas copias da
sequenciacdo. (Adaptado) (Metzker, 2010).

sequéncia a determinar (Figura 10). Na
Figura 11 é apresentado um esquema acerca da quimica inerente ao processo de
sequenciacgdo. Inicialmente, o “primer” ¢ hibridizado com o amplicio de PCR de cadeia
simples que serve como molde & polimerizac¢do. Juntamente, sdo incubadas determinadas
enzimas, DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase, assim como 0S Seus
respetivos substratos, adenosina fosfossulfato e luciferina. O primeiro trifosfato
desoxirribonucledtido (dNTP) é adicionado a reacdo. A DNA polimerase catalisa a
incorporacdo desse ANTP na cadeia de DNA, caso este seja complementar a base presente

na cadeia molde. Em cada incorporacéo

TCAGGTTTTTTAACAATCAACTTTTTGGATTAAAATGTAGATAACTG
CATAAATTAATAACATCACATTAGTCTGATCAGTGAATTTAT

é libertado um pirofosfato (PPi) numa

;™" quantidade equimolar & quantidade de
4mer nucledtidos incorporados. A ATP
3-mer

2-mer

Imer presenca de adenosina fosfossulfato

sulfurilase converte PPi em ATP na

O — NS U ON

. _ (APS). Este ATP leva a conversdo de
Figura 12. A luz gerada pela cascata de reacGes

enzimaticas é gravada como uma serie de picos luciferina a oxiluciferina, mediada pela
denominada pirograma. (Adaptado) (Metzker, 2010) . .
luciferase, gerando luz visivel em
quantidades proporcionais a quantidade de ATP formado (Ahmadian et al., 2006). A luz
produzida na reagdo catalisada pela luciferase € detetada por um dispositivo de carga
acoplado, que é vista como um pico na saida de dados em bruto, dando origem a um

grafico denominado pirograma (Figura 12) (Ronaghi, 2011). A altura de cada pico (sinal
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luminoso) é proporcional ao numero de nucleétidos incorporados. A apirase degrada os
nucleotidos que ndo foram incorporados, assim como o ATP em excesso (Ahmadian et al.,
2006). Quando a degradacdo estd completa, outro nucleétido é adicionado. Como o
processo continua e a adicdo dos dNTPs é feita sequencialmente, a cadeia de DNA
complementar é construida e a sequéncia de nucleétidos é determinada a partir dos picos
de sinal registados no pirograma. Para cada po¢o é gerado um pirograma correspondente a

uma unica molécula de DNA presente na amostra de DNA amplificado.

1.7 Bioinformatica

A sequenciacdo de DNA presente em amostras ambientais veio permitir alargar e
explorar a diversidade de microrganismos até agora desconhecidos. Em particular, a
introducdo da tecnologia de pirosequenciacdo veio revolucionar a habilidade de explorar
esta diversidade oculta (Margulies et al., 2005). A sequenciacdo de Ultima geracdo de
regibes do genoma como ITS, 16S e 18S do rDNA permite analisar a variagdo genética
destas regides, possibilitando a identificacdo dos microrganismos eucariotas e procariotas
presentes em amostras ambientais (Margulies et al., 2005; Edwards et al., 2006; Sogin et
al., 2006; Roesch et al., 2007; LoOpez-Garcia et al., 2008). A analise de enormes
quantidades de dados produzidos pelos novos métodos de sequenciacdo exige aplicacfes
eficientes e flexiveis de bioinforméatica que tanto se ajustem as necessidades dos
utilizadores assim como as caracteristicas dos dados de sequenciacdo. Varias ferramentas
de bioinformética estdo disponiveis para 0 processamento e agrupamento de sequéncias
geradas pela plataforma 454, servindo de exemplos MOTHUR (Schloss et al., 2005), MG-
RAST (Meyer et al., 2008), RDP (Cole et al., 2009), QIIME (Caporaso et al., 2010),
CloVR (White et al., 2011), CLOTU (Kumar et al., 2011) e MEGAN4 (Huson et al.,
2011).

No processamento dos dados gerados no sequenciador da 454 Life Sciences é
combinado software variado que permite uma rapida analise de sequéncias de rDNA. Na
Figura 13 é apresentado um esquema geral dos principais passos necessarios para 0
processamento de dados, podendo estes apresentar variacbes entre as diferentes
ferramentas de processamento de dados de sequenciacdo disponiveis. De uma forma geral,
as “pipelines” de classificagdo automatica iniciam-se com a separagdo das sequéncias pelas

diferentes amostras, através da sequéncia identificadora que incorporam, e diversos
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parametros de qualidade sdo aplicados de forma a eliminar sequéncias de baixa qualidade.
Posteriormente, as sequéncias sdo agrupadas em Unidades TaxonOmicas Operacionais
(OTUs, do inglés Operational Taxonomic Units) e é realizada a atribui¢do taxondémica das
mesmas usando sequéncias de referéncia depositadas em base de dados. Finalmente é
estimada a riqueza e diversidade microbiana através de diferentes métodos estatisticos e
sdo gerados dados que permitem a andlise simples e rapida assim como ficheiros que
permitem a utilizacdo de outros softwares de analise de metagenoma, como por exemplo o
Metastats (White et al., 2009). O Metastats € um método estatistico que permite detetar

diferencas entre duas populaces e avaliar a significancia das diferencas observadas.

Preprocessing

Splitting by sample

Error correction (Acacia)
Quality filter

Chimera detection (UCHIME)

Blast

Blastn to RDP Il/Silva/nt@ncbi

Blast quality control
Bootstrap test (Segboot)
Assign taxon ID

Alpha Diversity

Rarefaction curves
ACE and Chaol estimators
(Mothur) Images

Reports
Sequences submission ‘
in databases

CSV files to input in other

software like (Metastat)
Figura 13. Esquema geral da “pipeline” de classificagdo automatica implementada na Unidade de
Bioinformética do Biocant (Cantanhede, Portugal) para o processamento de dados gerados na sequenciagdo
em projetos de analise de rDNA.
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1.8 Objetivos do Trabalho

O estudo a efetuar visa caraterizar o0 microbioma do solo associado a cada estado
fitossanitario de Quercus suber. Para isso foram escolhidas as técnicas de eletroforese em
gel com gradiente de desnaturacéo e pirosequenciacao de forma a caraterizar e comparar o
microbioma do solo de sobreiros saudaveis e doentes. A combinacdo destas duas técnicas
permite aferir de forma rapida e detalhada, respetivamente, a existéncia de um ou mais
grupos de bactérias e/ou fungos preferencialmente associados ao estado de fitossanidade
do sobreiro. Os resultados obtidos permitirdo estabelecer bases para melhor compreender a

relacdo entre o microbioma do solo e o sobreiro.
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2.1 Recolha das Amostras de Solo

As amostras de solo foram recolhidas na Herdade dos Trabalhos, Coruche,
Portugal (Figura 14). Em cada arvore foram recolhidas 4 amostras, perpendiculares
entre si (Figura 15A), que foram misturadas no mesmo saco estéril, formando uma
amostra composta. Este tipo de recolha permite minimizar a variabilidade entre arvores
do mesmo grupo (saudavel e doente). Neste trabalho foram recolhidas oito amostras
compostas de solo de arvores saudaveis (1S, 3S, 5S, 7S, 9S, 11S, 15S e 17S) e oito de
arvores doentes (2D, 4D, 6D, 8D, 10D, 12D, 14D e 16D), recolhendo-se um total de
dezasseis amostras compostas. As amostras foram recolhidas a meio do raio da copa das
arvores, a uma profundidade de cerca de 30 cm, apds remocdo da camada organica
superficial (Figura 15B). Todas as amostras foram recolhidas com equipamento estéril,

transportadas a 4 °C em sacos estéreis isolados e processadas em menos de 24 horas.

s
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Figura 14. Local de recolha das amostras de solo. As amostras foram recolhidas na Herdade dos
Trabalhos, Coruche, Portugal. Os pontos a preto indicam a zona da Herdade onde se procedeu a recolha
das amostras.

Figura 15. Esquema da zona de amostragem. (A) Quatro amostras em perpendicular (pontos a preto)
foram recolhidas em cada arvore; (B) A recolha foi realizada a meio do raio das copas das arvores.
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2.2 Analise Fisico-Quimica do Solo

Inicialmente, as amostras foram homogeneizadas manualmente, de forma a
reduzir a heterogeneidade intrinseca. Foram realizadas duas misturas em duplicado de
cada tipo de solo, onde foram misturadas cerca de 100 g de cada amostra de solo
proveniente de &rvores saudaveis ou de arvores doentes, perfazendo um total de 800 g
por amostra. Estas 4 amostras compostas (saudavel 1, saudavel 2, doente 1 e doente 2)
foram enviadas para 0 CESAB - Centro de Servi¢os do Ambiente (Mealhada, Portugal)
tendo sido requeridas as seguintes analises: pH, humidade, matéria organica, carbono
organico, azoto total, fosforo total e boro.

2.3 Extragéo das Células Microbianas do Solo

Ap6s homogeneizacdo, cerca de 10 g de cada amostra composta foi transferida
em triplicado para tubos de 50 mL. O volume foi ajustado com &gua peptonada até
perfazer cerca de 45 mL, seguindo-se agitacdo vigorosa no vortex para completa
homogeneizacdo e libertacdo das células presentes nos agregados do solo. Vinte
mililitros de cada triplicado foram filtrados com gaze para novos tubos de 50 mL para
remocdo de detritos e foram adicionados mais 20 mL de &gua peptonada. Apos
centrifugacdo (4000 rpm, 10 min, 4 °C) os sobrenadantes foram descartados e 0s
“pellets” foram lavados com 20 mL de tamp&o Tris-EDTA 1x (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8.0), seguida de nova centrifugacdo nas mesmas condi¢es. Os
sobrenadantes foram novamente descartados e a cada triplicado foram adicionados 6
mL de meio de cultura “Potato Dextrose Broth” com 40 % de glicerol, de forma a evitar
a lise celular, e procedeu-se ao armazenamento dos “pellets” -80 °C até extracdo do
DNA.

2.4 Extracdo do DNA da Comunidade Microbiana

Na extracdo do DNA total da comunidade microbiana foi utilizado o kit
QIAamp® DNA Stool Mini (QIAGEN, Hilden, Germany) com algumas modificagdes
das instrucdes do fabricante. Este kit permite o isolamento e purificacdo do DNA total
de forma rapida e simples compreendendo os seguintes passos: lise das amostras em
tampdo ASL; adsorcdo de impurezas na matriz InhibitEX e purificagdo do DNA em

colunas QlAamp Mini spin.
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Apos descongelamento das amostras, 500 pL de “pellet” foram centrifugados
(14800 rpm, 5 min, temperatura ambiente) e os sobrenadantes foram descartados.
Adicionaram-se 500 uL de tampdo ASL (pré-aquecido a 70 °C) e cerca de 200 pL de
esferas de vidro hidratadas (& 0,5-0,75 mm; Retsch, Haan, Germany) de forma a
maximizar a lise celular. No Tissue-lyser (QIAGEN, Hilden, Germany) foram
realizados 2 ciclos de 30 Hz, durante 5 min, com dois minutos em gelo entre os ciclos.
Apos centrifugacéo, a 14800 rpm durante 3 min, os sobrenadantes foram transferidos
para novos tubos de 2 mL. Para remover algum material retido nas esferas, foram
adicionados mais 500 pL de tampédo ASL a cada amostra, seguindo-se agitacao forte no
volrtex e nova centrifugacdo nas condi¢des acima referidas. Os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para os tubos correspondentes, aos quais se adicionou uma pastilha
InhibitEX, para remocdo dos inibidores de PCR. Previamente foram transferidos 30 puL
de QIAGEN Proteinase K (20 mg/mL) e 400 pL de tampdo AL para um tubo de 1,5
mL., aos quais se adicionou cerca de 400 pL do sobrenadante e ap6s homogeneizacéo no
vortex a mistura foi a incubar a 70 °C durante 10 min. Este passo permite a rapida
inativacdo de DNases e RNases de forma a evitar a degradacdo do DNA. Apos adicao
de 400 pL de etanol (96-100%), para precipitacdo do DNA, 2x600 pL do lisado foram
transferidos para uma coluna QlAamp Mini spin. Todos 0s passos seguintes de
recuperagdo e purificagio do DNA foram realizados segundo as instrucdes do
fabricante. Como passo final, as amostras foram concentradas no Savant SpeedVac®
DNA 120 Concentrator (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA),
reduzindo-se o volume até cerca de 40 pL e armazenadas a -20 °C até futura utilizag&o.

Posteriormente procedeu-se a amplificacdo da regido V6 do gene 16S do rRNA
(bactérias) e da regido ITS Il dos genes rRNA (fungos) de algumas amostras,
permitindo desta forma verificar a presenca de inibidores do PCR. Estas regides foram
amplificadas utilizando os “primers” apresentados na Tabela 1 (Baker et al., 2003;
Sogin et al., 2006).

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” usados na amplificacdo por PCR.

Regido-alvo Dire¢éo Sequéncia do “Primer”
V6 “Forward” 5°-ATG CAA CGC GAA GAA CCT-3’
V6 “Reverse” 5-TAG CGATTC CGACTT CA-3’
ITS 11 “Forward” 5’-GCA TCG ATG AAG AAC GC-3’
ITS I “Reverse” 5’-CCT CCG CTT ATT GAT ATG C-3°
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As misturas de reacdo continham 5% de DMSO (v/v) (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany), 1x de tampdo Advantage® 2 PCR (Clontech
Laboratories, Inc., Mountain View, CA), 0,2 mM de mistura de dNTPs (Bioron,
Ludwigshafen am Rhein, Germany), 0,2 puM de cada “primer” (Sigma-Aldrich,
Missouri, US), 1x de Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech Laboratories, Inc.,
Mountain View, CA) e 2 pL do DNA molde, num volume total de 25 pL. A
amplificagdo por PCR foi realizada no termociclador MyCycler (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). As condicdes de amplificacdo da regido V6 foram as seguintes:
uma desnaturacdo inicial (94 °C, 4 min), 25 ciclos de desnaturacdo (94 °C, 30 s),
emparelhamento (50 °C, 45 s) e alongamento (68 °C, 60 s), e uma extens&o final (68 °C,
10 min); e para a regido ITS Il foram: desnaturagéo inicial (94 °C, 4 min), 30 ciclos de
desnaturacdo (94 °C,30 s), emparelhamento (50 °C, 40 s), e alongamento (68 °C, 40 s) e
uma extensdo final (68 °C for 10 min). Um microlitro de DNA gendémico de
Rubrobacter sp. (25 ng/uL) e de Saccharomyces cerevisiae (100 ng/pL) de foram
usados como controlo positivo nas amplificagdes das regides V6 e ITS I,
respetivamente. Nos dois ensaios de amplificacdo foram incluidos controlos negativos.
Trés microlitros dos produtos do PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1% e corados com brometo de etidio, esperando-se obter um amplicdo com

um tamanho de cerca de 450 pb.

2.5 Eletroforese em Gel com Gradiente de Desnaturacéao

Inicialmente foi realizada uma otimizagdo do PCR usando os “primers”
desenhados para analise por DGGE (Tabela 2). As regides V6 e ITS Il foram
amplificadas usando “primers” universais para Bacteria e Eukarya previamente
descritos (Baker et al., 2003; Sogin et al., 2006). Aos “primers” forward” foram
adicionadas caudas de GCs (Tabela 2) de forma a evitar a completa desnaturacdo dos

fragmentos aquando da separacdo em condicGes desnaturantes (Muyzer et al., 1993).

Tabela 2. Sequéncia dos “primers” usados na amplificagcdo por PCR para anélise por DGGE. Os “primers
forward” contém uma cauda de GCs e a zona de reconhecimento da regido a amplificar esté indicada a
sublinhado.

Regido-alvo Direcéo Sequéncia do “Primer”

V6 Forward 5’-CGC CCG CCG CGC GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG
GAT GCA ACG CGA AGA ACCT-3’
V6 Reverse 5’-TAG CGATTC CGA CTT CA-3’
ITS 11 Forward 5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG GGC ATC GAT GAA GAA CGC-3
ITS I Reverse 5’-CCT CCG CTT ATT GAT ATG C-3’
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Quando aplicadas as mesmas condicbes de PCR acima descritas (sec¢édo
“Extracdo do DNA da Comunidade Microbiana”) e os “primers” indicados na tabela 2
ndo se obtiveram bandas em gel ou estas eram demasiado fracas. Para contornar este
problema a quantidade de DNA molde e o nimero de ciclos foram aumentados, tendo-
se também modificado ligeiramente o programa de PCR. Ap0s a otimizacdo, chegaram-
se as seguintes condicBes de PCR: 25 pL das misturas de reagdo continham 5% de
DMSO (v/v) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), 1x de tampdao
Advantage® 2 PCR (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA), 0,2mM de
mistura de dNTP’s (Bioron, Ludwigshafen am Rhein, Germany), 0,2 uM de cada
“primer” (Sigma-Aldrich, Missouri, US), 1x Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech
Laboratories, Inc., Mountain View, CA) e 4uL de DNA molde. A regido V6 foi
amplificada usando o seguinte programa: desnaturacao inicial (94 °C, 4 min); 30 ciclos
de desnaturacdo (94 °C, 30 s), emparelhamento (50 °C, 45 s), e alongamento (68 °C, 60
s); extensdo final (68 °C, 10 min). As condi¢Oes para a regido ITS Il foram as mesmas
mas foram realizados 35 ciclos de desnaturagdo, emparelhamento e alongamento. Em
ambas as amplificagdes foram usados controlos positivos e negativos anteriormente
referidos (ver sec¢do “Extracdo do DNA da Comunidade”), tendo-se utilizado o
termociclador MyCycler (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) para o efeito. Trés
pL dos produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1%,
usando-se brometo de etidio como corante, esperando-se obter um amplicdo com cerca
de 420 pb. As bandas obtidas na amostra 6.1D eram demasiado fracas e portanto a
amplificacdo desta amostra foi repetida usando diluigdes de DNA de 1:1, 1:10 e 1:100.
O melhor resultado obtido foi para a diluicdo de 1:10 e portanto todas as experiéncias
posteriores foram realizadas utilizando-se a amostra 6.1D diluida.

Para que os perfis genéticos obtidos fossem comparaveis foi necessario colocar a
mesma quantidade de DNA, pelo que os produtos de PCR foram quantificados em cada
triplicado por fluorimetria usando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

As amostras contendo aproximadamente quantidades iguais de amplicOes de
PCR (915-1050 ng) foram carregadas em géis de 8 % de poliacrilamida (37,5:1,
acrilamida/bisacrilamida) em tampéo Tris-Acetato-EDTA 0,5x (20 mM Tris—acetato pH
7,4, 10 mM acetato de sodio, 0.5 mM Na,EDTA) usando um gradiente de desnaturacéo
linear de 30 a 60 % (o desnaturante a 100% continha 7 M ureia e 40% formamida). Em

todos os geis foram colocados marcadores de DGGE em duplicado para normalizacéo
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interna e para indicacdo da qualidade da analise (Henriques et al., 2006). A DGGE foi
realizada usando o DCode™ Universal Mutation Detection System (Bio Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) a 60 °C, inicialmente a 20 V durante 15 min e depois
a 75 V por 16 horas. Apo6s a eletroforese os géis foram corados com brometo de etidio

(5 min) e lavados em agua destilada (20 min).

2.5.1 Anélise dos Dados

As imagens dos géis foram adquiridas usando o Molecular Imager FX system
(Bio-Rad Laboratories) e por fim estas foram analisadas usando o software GelCompar
4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Antes de efetuar a analise no
software mencionado, as imagens adquiridas foram recortadas de forma a apenas
analisar a regidao delimitada pelos marcadores de DGGE. A partir dos perfis de DGGE
obtidos construiram-se dendrogramas utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson
para construcdo das matrizes de similaridade e o método UPGMA (do inglés,
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) para agrupamento hierarquico
dos perfis de DGGE. As curvas densitométricas foram exportadas e, através do software
desenvolvido pelo Prof. Antonio Barros da Universidade de Aveiro, foi realizada a
Anélise por Componentes Principais (PCA), para comparacdo das populacdes de
bactérias e de fungos entre arvores saudaveis e doentes. Usando o programa MVSP —
MultiVariate Statistical Pachage (Kovach Computing Services, Wales, U.K.) foram
calculados os indices de Shannon, equitatividade e foi estimado o nimero de espécies,

de forma a verificar de diversidade estrutural das comunidades microbianas.

2.6 Pirosequenciagao

A partir dos resultados da DGGE foram selecionadas as seguintes amostras
representativas de cada grupo: 1S, 3S, 5S, 9S, 15S, 17S, 4D, 6D, 8D, 12D, 14D e 16D.
De salientar que cada amostra é constituida por trés réplicas. O DNA de cada uma foi
usado como molde para a amplificacdo das regifes V6 e ITS Il. Os “primers” utilizados,
para além de conterem a sequéncia de reconhecimento da zona a amplificar (Tabela 1),
continham outras sequéncias necessarias as etapas de sequenciacdo na plataforma 454
da Life Sciences (Roche, Branford, Connecticut, USA). Estas sequéncias sdo 0s
adaptadores, sequéncia chave para controlo interno da sequenciacdo e uma sequéncia

identificadora de 8 nucleétidos (ver anexos) que permite a mistura de varias amostras
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para pirosequenciacdo. Apos otimizacdo das condi¢des da amplificacdo, cada tubo de
PCR (25 pL) continha 5% de DMSO (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany), tampdo 1X Advantage 2 SA PCR (Clontech Laboratories, Inc., Mountain
View, CA), 0,2 mM de mistura de dNTPs (Bioron, Ludwigshafen am Rhein, Germany),
0,2 uM de cada “primer” (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), 1x Advantage 2 Polymerase
Mix (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA) e 2 ul de DNA molde. Todas as
amplificagdes foram realizadas no termociclador MyCycler (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) tendo sido usado o seguinte programa: desnaturacdo inicial (94 °C,
4 min); 25 e 30 ciclos de desnaturacdo (94 °C, 30 s), emparelhamento (50 °C, 45s) e
alongamento (68 °C, 60 s) para as regides V6 e ITS I, respetivamente; e uma extenséo
final (68 °C, 10min). O tamanho estimado dos amplicdes era de cerca de 450 pb. Como
nos triplicados das amostras 4D e 14D (regido V6), e 5S e 16D (regido ITS II) ndo se
verificou uma boa eficiéncia de amplificacdo optou-se por fazer uma mistura dos
mesmaos a partir deste ponto.

Assim, as 52 bibliotecas de amplicGes obtidas foram purificadas com esferas
AMPure XP (Agencourt, Beckman Coulter, USA) de acordo com as instrucdes do
fabricante e a qualidade de algumas bibliotecas avaliada em gel de agarose a 1% (w/v),
de forma a verificar a auséncia dos “primers” utilizados no PCR ap0s a purificag&o.
Posteriormente o0 DNA foi quantificado usando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsSDNA
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante e procedeu-
se a mistura equimolar dos triplicados, obtendo-se no final 24 bibliotecas de amplicdes.
De seguida procedeu-se a uma mistura final das amostras do grupo da regido V6 e do
ITS Il. Para isso foi determinado o nimero de moléculas por microlitro presente em
cada amostra (através das concentracdes estimadas na mistura dos triplicados), para que
cada amostra estivesse representada com igual numero de moléculas na mistura final.
Na determinagdo da percentagem de eficiéncia de amplificagdo foi realizada a titulagdo
destas duas misturas através do kit KAPA Library Quantification for Roche 454 GS
FLX platform (Kapa Biosystems, Boston, USA), segundo as instruc@es do fabricante. O
PCR clonal de emulsdo foi realizado seguindo as instrucfes do fabricante (454 Life
Sciences, Roche, Branford, Connecticut, USA), tendo como principais etapas a
preparacdo das misturas para amplificacdo, captura da biblioteca de DNA,
emulsificacdo, amplificacdo, recuperacdo das esferas, enriquecimento da biblioteca de
esferas-DNA e emparelhamento do “primer” de sequenciacdo. Finalmente procedeu-se

a sequenciacdo das amostras a partir do adaptador A no pirosequenciador Genome
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Sequencer FLX (454 Life Sciences, Roche, Branford, Connecticut, USA) do Biocant
(Cantanhede, Portugal), usando um quarto da placa de sequenciacdo GS Titanium
PicoTiterPlate 70x75.

2.6.1 Processamento dos Dados

Os dados gerados pelo sequenciador foram analisados por uma “pipeline” de
classificacdo automatica implementado na Unidade de Bioinformatica do Biocant
(Cantanhede, Portugal). A “pipeline” foi escrita em python e combina variado software,
permitindo uma rapida andlise de sequéncias de rDNA.

Numa primeira fase, as sequéncias foram separadas pelas diferentes amostras
segundo a sequéncia identificadora, presente na parte inicial. Posteriormente, foram
exigidos diferentes parametros de qualidade de forma a remover sequéncias de baixa
qualidade, nomeadamente:

e Eliminar sequéncias com menos de 150 pb;

e Eliminar sequéncias que contém mais de 2 nucle6tidos indefinidos;

e Cortar pelo “primer reverse” caso a sequéncia o tenha atingido;

e Cortar a sequéncia na posicdo onde a média de qualidade baixar os 15
numa janela de 7 bases;

e Eliminar sequéncias com mais de 50% de regides de baixa
complexidade, através da aplicacdo DustMasker (Morgulis et al., 2006);

e Remover quimeras identificadas através do UChime (Edgar et al., 2011).

Posteriormente, as sequéncias foram agrupadas a uma distancia filogenética de
3%, que corresponde o limite do nivel de espécie, originando Unidades Taxonomicas
Operacionais (OTU, do inglés Operational Taxonomic Units). Esta operagdo foi
realizada no USearch (Edgar, 2010) que cria, de forma automatica, sequéncias consenso
através da sobreposicdo das sequéncias. A riqueza da populagdo (curvas de rarefacdo) e
o indice de diversidade (Chaol) foram calculados usando o software Mothur (Schloss et
al., 2009).

Na etapa seguinte, as OTUs foram comparadas com as sequéncias depositadas
em bases de dados curadas, usando a ferramenta BLASTn, para identificagdo
taxondmica das mesmas. Na identificacdo das OTUs da regido V6 foi utilizada a base
de dados Ribosomal Database Project 1l (Cole et al., 2009) e para a regido ITS Il foi
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usada a base de dados SILVA (Pruesse et al., 2007). Apos a obtencéo dos resultados, 0s
“hits” foram sujeitos a um novo controlo de qualidade, sendo rejeitados todos aqueles
com uma similaridade inferior a 40% e que obtiveram um “Evalue” superior a 1e°. Em
simultaneo, foram também aplicados testes de “bootstrap” para conferir graus de
confianca quanto a identificacdo taxondmica das OTUs. Este teste foi aplicado com o
recurso do software seqBoot do pacote Phylip (Felsenstein, 1989) em que s&o criadas
100 réplicas com 5% de varia¢fes em relacdo as OTUs em andlise.

O processo de identificacdo € bastante complexo uma vez que € necessario
corrigir a pontuacdo “Evalue”, percorrer todos 0s niveis taxondmicos e identificar o
minimo comum na &rvore taxondmica, envolvendo simultaneamente o teste “bootstrap”,
isto é identificar o nivel taxondmico com um valor de “bootstrap™ superior a 70%. No
final, variados ficheiros e relatérios sdo criados facilitando a andlise e a introducédo dos
resultados em outras aplicacbes de analise, incluido um com todos 0s organismos
identificados, por amostra, contendo também a abundéancia das sequéncias atribuidas as
OTUs.

2.6.2 Analise dos Dados

De forma a verificar a distribuigdo taxondmica foi utilizada a ferramenta online
iTOL (Letunic et al., 2011) para construcdo das arvores filogenéticas a partir das OTUs
identificadas para o grupo das bactérias e fungos. A comparacdo dos microbiomas de
solo de arvores saudaveis e doentes foi realizada utilizando o Metastats (White et al.,
2009), tendo sido também realizadas PCAs, atraves do software desenvolvido pelo Prof.
Antonio Barros da Universidade de Aveiro, e foram construidos dendrogramas usando o
coeficiente de Pearson e o método UPGMA através do software GelCompar 4.0

(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
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3.1 Parametros Fisico-Quimicos do Solo

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados dos parametros fisico-quimicos do
solo analisados, ndo se observando diferencas significativas entre o solo de arvores

saudaveis e de arvores doentes.

Tabela 3. Resultados dos parametros fisico-quimicos do solo de arvores saudaveis e decrépitas (média +
desvio-padréo).

Parametro Saudavel Doente Unidade Método de Andlise
Escala de
(0] .
pH (19°C) 5401 55800 o - EPA 9045 D: 2004
. PT-MET-53 (2006-03-29)
0,
Humidade 7,005 71201 % (Baseado EN 12880 e EN 12879:2000)
- A PT-MET-53 (2006-03-29)
0,
e R % (Baseado EN 12880 e EN 12879:2000)
Carbono Organico  0,96+0,0 0,76+0,06 % Calculo
Azoto Total 05¢01 0400 9NKI PT-MET-56 (2010-04-22)
= i mat. seca
. g O/Kg i
Fosforo Total <0,1 <0,1 mat. seca SMEWW 4500-P C
g B/Kg PT-MET-26 (2008-07-25)
e = =4 mat. seca (Baseado SMEWW 3120B)

3.2 Extracdo do DNA

Apbs a extracdo do DNA da comunidade microbiana algumas das amostras foram
amplificadas de forma a verificar a presenca de inibidores de PCR. Através do gel
apresentado na Figura 16 verifica-se que para as amostras testadas ocorreu uma boa
eficiéncia de amplificacdo da regido V6, assim como para a regido ITS Il (o gel ndo €
apresentado), obtendo-se um amplicdo com cerca de 450 pb, como esperado. Desta
forma podemos concluir que a extracdo simultanea do DNA de bactérias e fungos

presente nas amostras de solo foi bem sucedida.

C+ C 21 4.2 6.3 8.110.211.312.114.215.316.117.2 3.1 52 M

-

-

Figura 16. Gel de agarose (1%) obtido ap6s a amplificacdo por PCR da regido V6. C+: controlo positivo
(DNA genomico de Rubrobacter sp.); C-: controlo negativo; os ndmeros correspondem a um dos
triplicados de cada amostra; M: marcador de peso molecular 1 Mbp.
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3.3 DGGE

Inicialmente procedeu-se a otimizacdo do PCR, uma vez que usando 0s “primers
forward” com cauda de CG néo foram obtidos quaisquer produtos de PCR utilizando as
condices inicialmente descritas (ver capitulo dos métodos). Apos o aumento dos ciclos
de amplificagdo, da quantidade inicial de DNA e alteragdo do programa de PCR
obtiveram-se bandas fortes com intensidades semelhantes entre si para todos os

triplicados das amostras de solo de arvores saudaveis e doentes (Figura 17).

- SEEEE.. o 0 0 00 0t e bt ¢ ¢ b oo e e b

Figura 17. Geéis de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos para DGGE. Sobreiros saudaveis: (A)
regido V6, (B) regido ITS II; sobreiros decrépitos: (C) regido V6, (D) regido ITS Il. C+: controlo positivo
(DNA gendmico de Rubrobacter sp.ou Saccharomyces cerevisiae); C-: controlo negativo; os nimeros
correspondem aos triplicados de cada amostra; M: marcador de peso molecular 1 Mbp.

No entanto o triplicado 6.1D ndo amplificou corretamente para ambas as regides
e, de forma a diminuir a concentracdo de possiveis inibidores, foram realizadas
diluicBes desta amostra. Na diluicdo de 1:10 obteve-se uma banda com intensidade
satisfatoria (Figura 18), indicando desta forma a presenca de inibidores, uma vez que
para a diluicdo 1:1 nédo se obteve qualquer produto de PCR e para a dilui¢cdo de 1:100 o
DNA estava demasiado diluido (Figura 18).
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A 6.1D
M C+ C 11 1:101:1000 M C+ C 1:1 1:10 1:100

-

Figura 18. Géis de agarose (1%) dos produtos de PCR do triplicado 6.1D ap6s diluicdo de 1:1, 1:10 e
1:100. (A) regido V6; (B) regido ITS Il. C+: controlo positivo (DNA gendmico de Rubrobacter sp.ou
Saccharomyces cerevisiae); C-: controlo negativo; os nimeros correspondem aos triplicados de cada
amostra; M: marcador de peso molecular 1 Mbp.

Nos géis com gradiente de desnaturacdo foram carregados cerca de 20 pL de cada
amostra, uma vez que na quantificacdo dos produtos de PCR por fluorimetria ndo foram
verificadas diferencas significativas nas concentraces médias de DNA: 52,47+7,90
ng/mL (regido V6, sobreiros saudaveis), 49,57+5,52 ng/mL (regido ITS I, sobreiros
saudaveis), 45,75+9,32 ng/mL (regido V6, sobreiros decrépitos) e 48,20+3,67 ng/mL

(regido ITS II, sobreiros decrépitos).

Os perfis de DGGE obtidos para comparacdo da populacdo de microrganismos
presente em arvores saudaveis e doentes estdo representados na Figura 19. Pode
observar-se um elevado nimero de bandas, indicando desta forma que as amostras do
solo apresentam uma elevada diversidade microbiana, verificando-se uma elevada

reprodutibilidade entre os triplicados de cada amostra.
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Figura 19. Perfis de DGGE obtidos das amostras de solo de sobreiros. Sobreiros saudaveis: (A) regido
V6, (B) regido ITS II; sobreiros decrépitos: (C) regido V6, (D) regido ITS II.
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A partir dos perfis de DGGE obtidos em cada gel foram construidos
dendrogramas (Figura 20), utilizando o coeficiente de correlagcdo de Pearson, para
construcdo das matrizes de similaridade, e o método UPGMA, para agrupamento

hierarquico dos perfis de DGGE.
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Figura 20. Dendrogramas Aconstruidos a partir dos perfis genéticos obtidos usando o coeficiente de
Pearson e 0 UPGMA para agrupamento das amostras. Sobreiros saudaveis: (A) regido V6, (B) regido ITS
I1; sobreiros decrépitos: (C) regido V6, (D) regido ITS Il.

A similaridade entre amostras de cada um dos grupos é elevada, verificando-se
um agrupamento de quase todos os triplicados (com excegdes na regido V6, onde os
triplicados 1.1S, 5.3S, 11.1S, 14.2D e 16.3D ndo se agrupam com 0S Seus respetivos),
demonstrando-se desta forma que as amostras compostas sao homogéneas. A amostra
12D apresenta um perfil de DGGE bastante diferente das restantes amostras do mesmo
grupo, podendo esta diferenca ser explicada pela zona de recolha, pois na proximidade
existia um charco e o solo desta era bastante barroso. Assim, como demonstrado em
estudos anteriores (Marschner et al., 2001; Singh et al., 2007), as caracteristicas do solo

podem ter influenciado a estrutura da comunidade microbiana, que por consequéncia
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influenciaram os perfis de DGGE. Pela analise dos dendrogramas verifica-se que as
amostras tendem a agrupar segundo a zona de recolha (Figura 21), sendo este um fator
de influéncia na estrutura e diversidade das comunidades microbianas (Lombard et al.,
2011). Varios estudos tém mostrado variacdes espaciais na composicdo da comunidade
microbiana (Lauber et al., 2008; Yergeau et al., 2010), em particular um estudo onde
foram usadas diferentes escalas espaciais (amostragem com intervalos de distancia entre
2,5 cm a 11 m), tendo os autores demonstrado que as comunidades microbianas podem
ter varios niveis particulares de organizacdo, e que estes podem ser dependentes das

diferentes propriedades do solo ou de grupos de propriedades (Franklin et al., 2003).

Os parametros de diversidade e distribuicdo de espécies foram determinados,
obtendo-se indices de Shannon bastante elevados para todas as amostras, estando
compreendidos entre 5,459 e 5,871 (Tabela 4). A equitatividade (grau de dominancia de
espécies na comunidade microbiana) apresenta valores elevados (Tabela 4) indicando
desta forma que a populacdo de bactérias e de fungos presente no solo dos sobreiros é
bastante homogénea. O numero de espécies foi também estimado observando-se, tanto
para arvores saudaveis como para doentes, uma maior diversidade na populacdo de
fungos em comparacdo com a populacdo de bactérias, estando estes valores em
conformidade com os indices de Shannon (Tabela 4). Os resultados obtidos suportam a
riqueza de espécies presente no solo, um dos ambientes na Terra mais diversos em
termos de diversidade microbiana (Torsvik et al., 1990; Gans et al., 2005; Schloss et al.,
2006).

Tabela 4. indices de Shannon, equitatividade e nimero de espécies calculados a partir dos perfis de
DGGE (média + desvio-padrao).

Grupo Bactérias Fungos
Estado de Decrepitude Saudavel Doente Saudavel Doente
indice de Shannon 5,634+0,075  5,459+0,202  5,871+0,042  5,834+0,097
Equitatividade 0,937£0,011  0,921+0,025 0,931+0,005 0,931+0,012
Numero de espécies 410+14 377+33 546111 527+18
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Figura 21. Influéncia da zona de recolha no agrupamento dos perfis de DGGE das amostras de solo de sobreiros saudaveis (A: regido V6; C: regido ITS Il) e de sobreiros
decrépitos (B: regido V6; D: regido ITS I1). As setas a laranja correspondem a zona 1 e as setas a verde a zona 2.
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O principal objetivo da DGGE neste trabalho foi a sua utilizacgdo como
abordagem preliminar para averiguar a existéncia de diferencas entre 0 microbioma do
solo de sobreiros saudéveis e doentes. Na Figura 22 sdo apresentados os gréaficos
tridimensionais de “scores” da PCA, onde foram utilizadas as curvas densitométricas
geradas pelos perfis de DGGE, verificando-se uma clara separacdo entre amostras de
sobreiros saudaveis e doentes, tanto para a regido V6 como para o ITS Il. Quando
comparada a dispersao das amostras entre 0 grupo das bactérias e dos fungos, verifica-
se para 0 primeiro uma maior disperséo, indicando desta forma uma maior variabilidade

dos perfis de DGGE que séo influenciados pela estrutura e diversidade das comunidades

microbianas presentes nas amostras.
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Figura 22. Andlise por componentes principais demonstrando uma clara separacéo entre perfis genéticos
adquiridos por DGGE para a regido V6 (A) e ITS Il (B). Em cada eixo é apresentada a percentagem de
variabilidade explicada por cada componente.

No entanto, devido a baixa reprodutibilidade da técnica de DGGE (Nakatsu,
2007), a separacdo entre os dois grupos de amostras (quer para bactérias quer para
fungos) pode ser devida a influéncia da variacdo do gradiente dos géis e ndo apenas pela

composigdo e estrutura microbiana presente nas amostras de solo.
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3.4 Pirosequenciacao

Na selecdo das amostras para sequenciacdo foi tido em conta o estado de
decrepitude dos sobreiros e a zona de recolha, tendo-se criado 0s seguintes grupos:
arvores saudaveis da zona de recolha 1 (7S, 9S, 11S, 15S e 17S); arvores saudaveis da
zona de recolha 2 (1S, 3S e 5S); Arvores doentes da zona de recolha 1 (10D, 12D, 14D
e 16D); Arvores doentes da zona de recolha 2 (2D, 4D, 6D e 8D). De cada grupo foram
selecionadas 3 amostras para sequenciar (12 amostras no total) com base nos dados
obtidos na DGGE. Para o grupo de &rvores saudaveis da zona 2 ndo foi necesséria
selecdo, uma vez que este grupo € constituido por 3 amostras. Para 0s restantes grupos
foram selecionadas 2 amostras que apresentavam uma elevada similaridade entre si e
uma amostra que apresentava uma similaridade inferior as duas amostras selecionadas.
Assim, no grupo de arvores saudaveis da zona 1 foram selecionadas as amostras 9S,
15S e 17S, para o grupo de arvores doentes da zona de recolha 2 foram escolhidas as
amostras 4D, 6D e 8D, e para o grupo de arvores doentes da zona 1 foram selecionadas
as amostras 12D, 14D e 16D (Figura 23).
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Figura 23. Selecdo das amostras a sequenciar através da analise por componentes principais. Os circulos
laranja indicam as amostras recolhidas na zona 1 e os circulos a verde indicam as amostras recolhidas na
zona 2. Amostras saudaveis: (A) bactérias, (B) fungos; amostras doentes: (C) bactérias, (D) fungos.
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Na construcdo das bibliotecas de amplices foram obtidas bandas com um
tamanho de cerca de 450 pb para a regido V6 e ITS Il, como esperado (Figura 24). Entre
as amostras verificaram-se diferengas nas intensidades das bandas que podem ser
devidas a presenca de inibidores de PCR e/ou diferencas nas concentracdes iniciais de
DNA. Apo6s a purificacdo das bibliotecas procedeu-se a avaliacdo da qualidade das
mesmas, tendo-se obtido resultados satisfatorios, uma vez que apenas foi detetada uma

Unica banda no gel, confirmando-se assim a remogéao dos “primers” usados no PCR.

— 12213 32 3351 52 53191 92:93 M 151152 1563 17.1 17.2173
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Figura 24. Geis de agarose (1%) dos produtos de PCR obtidos na construcdo das bibliotecas de
amplicdes para as regides V6 (A) e ITS Il (B). C+: controlo positivo (DNA genémico de Rubrobacter
sp.); C-: controlo negativo; os nimeros correspondem aos triplicados de cada amostra; M: marcador de
peso molecular 1 Mbp.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados obtidos na pirosequenciacdo apds o

processamento dos dados. Um total de 193657 sequéncias foi gerado, tendo uma

100 distribuicio média de 8949 e 7189
] — sequéncias para as regides V6 e ITS II,
. respetivamente. O ndmero de sequéncias
, gerado nas amostras 15S e 16D para as
: ~ regides V6 e ITS II, respetivamente, foi
i ] inferior a média uma vez que se verifica a
d - presenca de “outliers” na caixa de bigodes

o1 - apresentada na Figura 25, correspondendo

estes as duas amostras anteriormente

Regido Amplificada

Figura 25. Distribuicdo do nimero de sequéncias

geradas na sequenciacdo para as regides V6 e ITS
II. Os pontos representam “outliers”.

referidas. A percentagem de sequéncias

gue passou os parametros de qualidade foi
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bastante elevada para ambas as regibes amplificadas. Todas as sequéncias com uma
distancia inferior a 3% foram agrupadas tendo sido geradas, em média, 1303 e 523
OTUs para a regido V6 e ITS I, respetivamente. Para a regido V6, quase todas as OTUs
geradas passaram nos controlos de qualidade, enquanto para a regido ITS Il este nimero
foi um pouco inferior. Por fim, procedeu-se a atribuicdo taxondémica das OTUs,
obtendo-se valores médios de 79,8 % e de 100% de OTUs identificadas para a regido

V6 e ITS I, respetivamente.
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Tabela 5. NUmeros gerados na sequenciagdo e processamento de dados para as amostras de solo de sobreiros saudaveis e decrépitos.

Regido

# Total de

Amostra Amplificada Sequencias #Sequéncias® 9% Sequéncias® #TotaldeOTU #OTU' % OTU! 9% OTU ldentificadas
1S V6 9164 8922 97,4 1306 1261 96,6 82,0
3S V6 8801 8484 96,4 1529 1466 95,9 78,5
5S V6 10617 10364 97,6 1383 1347 97,4 81,4
9S V6 8439 8195 97,1 977 933 95,5 79,2
15S V6 5047 4927 97,6 887 868 97,9 82,8
17S V6 8207 8016 97,7 1509 1397 92,6 80,3
4D V6 11143 10878 97,6 1651 1584 95,9 77,3
6D V6 9227 8976 97,3 1321 1221 92,4 79,8
8D V6 8825 8624 97,7 1200 1140 95,0 79,3
12D V6 8451 8239 97,5 1295 1239 95,7 77,2
14D V6 9595 9392 97,9 1442 1413 98,0 79,1
16D V6 9876 9653 97,7 1134 1080 95,2 80,6
1S ITS Il 5603 5239 93,5 455 331 72,7 100
3S ITSII 9396 8523 90,7 725 482 66,5 100
5S ITS Il 2367 2253 95,2 205 160 78,0 100
9S ITSII 8717 7890 90,5 385 280 72,7 100
15S ITS Il 6166 5471 88,7 304 234 77,0 100
17S ITSII 7046 6386 90,6 600 379 63,2 100
4D ITS Il 9498 8925 94,0 591 380 64,3 99,7
6D ITSII 10035 8995 89,6 580 362 62,4 100
8D ITS Il 9000 8303 92,3 375 293 78,1 100
12D ITSII 9503 8789 92,5 538 329 61,2 100
14D ITS Il 8499 7829 92,1 673 413 61,4 100
16D ITSII 435 370 85,1 87 65 74,7 100

! Apos o respetivo controlo de qualidade
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3.4.1 Anadlise da Riqueza Microbiana

Para cada uma das amostras foram construidas curvas de rarefacdo a uma
distancia filogenetica de 3% (Figura 26), de forma a averiguar a riqueza de espécies
presente nas amostras (Stackebrandt et al., 1994). Nestas curvas verifica-se que com o
aumento do nimero de sequéncias, 0 numero de OTUs geradas aumenta e quando a
curva atinge a saturacdo (“plateau”) significa que toda a diversidade microbiana
presente na amostra foi caracterizada (Siqueira et al., 2012). Através dos valores de
Chaol esperado e Chaol estimado apresentados na Tabela 6 foram calculadas as
coberturas de diversidade (razdo Chaol estimado/Chaol esperado), obtendo-se em
média valores de 61,3% e 62,3%, para bactérias e fungos, respetivamente, mostrando
desta forma que grande parte da diversidade de microrganismos presentes nas amostras
foi caracterizada e portanto com o aumento do numero de sequéncias, 0 nimero de
OTUs ndo iria sofrer grandes alteragdes. Quando comparadas as curvas de rarefacdo
entre o grupo das bactérias (Figura 27A e C) e dos fungos (Figura 27B e D) verifica-se
que a diversidade de bactérias presentes nas amostras é aproximadamente o triplo da

diversidade dos fungos, para um mesmo namero de sequéncias obtidas.
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Figura 26. Curvas de rarefacdo indicando o ndmero de OTU observados pelo nimero de sequéncias

obtidas, a uma distancia filogenética de 3%. Arvores saudaveis: (A) regifo V6 e (B) regido ITS Il; arvores

doentes: (C) regido V6 e (D) regido ITS II.
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Na Tabela 6 € apresentado o numero de espécies esperado e estimado pelo Chaol
usando uma distancia de 97% (Chao et al., 2005). Em todos verifica-se uma maior
diversidade de espécies de bactérias quando comparada com a dos fungos, e ndo séo
observadas diferencas médias significativas entre arvores saudaveis e doentes para a

mesma regido amplificada.

Tabela 6. Estimativa do nimero de espécies esperado, espécies obtido e cobertura da diversidade (%)
(distancia filogenética de 3%) por amostra e regido amplificada através do estimador de riqueza Chaol.

Amostra Regido Amplificada — Chaol — :
# Espécies esperado # Espécies estimado
1S V6 2139 1261
3S V6 2460 1466
5S V6 2165 1347
9s V6 1544 933
15S V6 1466 868
17S V6 2284 1397
4D V6 2440 1584
6D V6 2164 1221
8D V6 1798 1140
12D V6 1922 1239
14D V6 2257 1413
16D V6 1751 1080
1S ITS I 497 331
3S ITSI 762 482
55 ITS I 278 160
9S ITSI 526 280
158 ITS 11 342 234
178 ITS 1l 607 379
4D TS 595 380
6D ITS 1l 547 362
8D ITS 11 493 293
12D ITS I 520 329
14D ITS 615 413
16D ITS I 116 65

De salientar que as amostras 5S e 16D para a regido ITS Il apresentam um namero de
espécies bastante inferior as restantes amostras, podendo estes resultados estar
influenciados pela construgédo das bibliotecas de amplic6es, uma vez que a eficiéncia de

amplificagdo foi inferior quando comparada com as restantes amostras.
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3.4.2 Distribui¢do Taxondémica

De forma a verificar a distribuicdo taxondémica foi utilizada a ferramenta online
iTOL (Letunic et al., 2011) para construcao das arvores filogenéticas a partir das OTUs
identificadas para o grupo das bactérias e fungos.

Na Figura 27 é apresentada a arvore filogenética para o dominio Bacteria, onde
um no corresponde a um taxa identificado nas amostras de solo de arvores saudaveis
e/ou doentes, e no final de cada ramo é descrito o ultimo taxa de cada grupo identificado
a partir das OTUs geradas. E observada uma elevada diversidade a todos os niveis
filogenéticos, nomeadamente no filo Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, e
uma menor diversidade nos Planctomycetes, Verrucomicrobia, Chlamydiae e
Acidobacteria. Os filos Gemmatimonadetes, Bacteroidetes, Chloroflexi, Chlorobi,
Nitrospirae, Fusobacteria, Cyanobacteria, Tenericutes e Elusimicrobia foram
colocados no grupo artificial “Others” uma vez que a diversidade destes é reduzida.

A abundéncia relativa de cada filo esta representada na Figura 28, observando-se
uma distribuicdo bastante homogénea entre amostras do mesmo grupo (saudavel e
doente) assim como entre os dois grupos, nao se verificando diferencas evidentes entre
0 microbioma das arvores saudaveis e doentes ao nivel do filo. Todas as amostras de
solo de arvores saudaveis e doentes sdo dominadas pelo filo Proteobacteria (44,32%),
estando este resultado em concordéancia com estudos anteriormente publicados (Roesch
et al.,, 2007; Fulthorpe et al., 2008; Uroz et al., 2010). As amostras sdo também
caraterizadas pelos filos Actinobacteria (17,32%), Verrucomicrobia (14,32%),
Acidobacteria  (8,22%),  Planctomycetes  (5,17%), Firmicutes  (5,09%),
Gemmatimonadetes (0,72%). No entanto, Acosta-Martinez et al. (2008) verificaram
uma predominancia de Actinobacteria, Bacteroidetes e Firmicutes em solos livres de
praticas de cultivo. Os filos Bacteroidetes, Fibrobacteres, Chlorobi, Fusobacteria,
Cyanobacteria, Tenericutes, Elusimicrobia, Chlamydiae, Chloroflexi e Nitrospirae
apresentavam uma abundéncia relativa inferior a 0.5% e portanto foram agrupados no
grupo artificial “Other”, tendo este uma abundancia relativa média final de 1,14%. De
salientar que apenas 3,70% das sequéncias da regido V6 sdo desconhecidas

(“Unclassified Bacteria”), sendo este valor bastante reduzido.
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Figura 27. Arvore filogenética do dominio Bacteria, verificando-se uma elevada diversidade de
microrganismos identificados nas amostras de arvores saudaveis e doentes. As cores representam os filos
identificados nas amostras de solo de arvores saudaveis e/ou doentes. O grupo artificial “Others”
corresponde aos filos que apresentavam uma diversidade reduzida.
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Figura 28. Abundancia relativa dos grupos filogenéticos ao nivel do filo das bactérias presentes nas
amostras de solo. Os grupos filogenéticos com uma abundancia relativa inferior a 0,5% foram agrupados
no grupo “Other”.
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Na arvore filogenética para o0 dominio Fungi observa-se uma grande diversidade
a todos os niveis filogenéticos (Figura 30), nomeadamente no filo Ascomycota,
Basidiomycota e “Early diverging fungal lineages”. Quanto a abundancia relativa, o0s
grupos gque dominam as amostras de solo sdo os filos Basidiomycota, “Unclassified
Fungi” e Ascomycota (Figura 31). Ao contrario do que acontece nas bactérias, a
distribuicéo dos filos € menos homogénea entre as amostras. A dominancia é partilhada
entre os filos Basidiomycota e “Unclassified Fungi”, estando o primeiro presente com
maior abundancia nas amostras 1S, 3S, 5S, 9S, 4D, 8D, 12D e 16D, e o segundo nas
restantes nas amostras (15S, 17S, 6D e 14D). No entanto, em média, verifica-se uma
dominéncia do filo Basidiomycota (46,3%), seguindo-se os filos “Unclassified Fungi”
(31,2%) e Ascomycota (19,2%). Assim, verifica-se que apesar do filo Ascomycota
apresentar uma maior diversidade de espécies, € o filo Basidiomycota que domina as
amostras de solo. Tanto para as amostras de solo de arvores saudaveis e doentes
verifica-se uma maior abundéncia de sequéncias desconhecidas (32,54%, em média;
“Unclassified Fungi”) quando comparada com as bactérias. Este resultado pode dever-
se ao facto das bases de dados para a regido ITS Il ndo serem tdo ricas quando
comparadas as bases de dados para sequéncias bacterianas. O grupo “Other” apresenta
uma abundancia relativa de 0,12%, e é constituido pelos filos Glomeromycota e
Chytridiomycota, uma vez que estes apresentavam uma abundancia relativa inferior a
0,5%.
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Figura 29. Arvore filogenética do dominio Fungi dos microrganismos identificados nas amostras de

arvores saudaveis e doentes. As cores representam os filos identificados nas amostras de solo de arvores
saudaveis e/ou doentes.
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Figura 30. Abundancia relativa dos grupos filogenéticos ao nivel do filo dos fungos presentes nas
amostras de solo. Os grupos filogenéticos com uma abundéncia relativa inferior a 0,5% foram agrupados

no grupo “Other”.
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Os vinte e cinco géneros de bacterias e fungos mais abundantes nas amostras de
solo estdo representados na Tabela 7, correspondendo o nimero total de sequéncias a
soma de todas as sequéncias obtidas para cada microrganismo presente nas amostras.
Tabela 7. Vinte e cinco géneros de fungos e bactérias predominantes nas amostras de solo de arvores

saudaveis e doentes. O nimero total de sequéncias corresponde a soma das sequéncias obtidas em cada
amostra para cada um dos organismos.

# Total Sequéncias Género (fungo) # Total Sequéncias Género (bactéria)
8322 Cortinarius spp. 4734 Mycobacterium spp.
3520 Tricholoma spp. 3252 Steroidobacter spp.
3017 Russula spp. 1084 Bradyrhizobium spp.
2051 Mortierella spp. 781 Actinoallomurus spp.
1803 Oidiodendron spp. 512 Planctomyces spp.
1757 Lactarius spp. 508 Lactococcus spp.
1544 Penicillium spp. 484 Bacillus spp.
1489 Inocybe spp. 398 Streptococcus spp.
949 Amanita spp. 375 Geobacter spp.
761 Scleroderma spp. 347 Leuconostoc spp.
706 Elaphomyces spp. 337 Phenylobacterium spp.
631 Craterellus spp. 327 Paenibacillus spp.
534 Aspergillus spp. 320 Pseudonocardia spp.
509 Xerocomus spp. 315 Pseudomonas spp.
412 Hygrophorus spp. 308 Streptomyces spp.
404 Tomentella spp. 299 Isosphaera spp.
366 Hypocrea spp. 238 Legionella spp.
199 Cladophialophora spp. 208 Leptothrix spp.
168 Gymnopus spp. 204 Variovorax spp.
162 Hydnellum spp. 191 Caulobacter spp.
149 Hansfordia spp. 173 Actinospica spp.
149 Umbelopsis spp. 154 Gemmata spp.
141 Clavulina spp. 139 Kribbella spp.
124 Boletus spp. 128 Ammoniphilus spp.
121 Astraeus spp. 128 Dyella spp.

Desta forma verifica-se que os géneros de fungos que caracterizam as amostras de solo
sdo0 maioritariamente cogumelos, estando também presentes ectomicorrizas, fungos
sapréfitas e produtores de antibidticos. A presenca de uma elevada diversidade e
abundancia de cogumelos era esperada uma vez que o solo apresentava uma elevada
diversidade e quantidade de cogumelos quando se procedeu a recolha das amostras. Nas
bactérias observa-se uma gama de funcBes bastante diversificada, sendo este grupo
caracterizado por bactérias que participam no clico do azoto, produtoras de antibi6ticos,

acido lacticas, promotoras do crescimento das plantas, entre outras.
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3.4.3 Comparacéo dos Microbiomas do Solo

Na comparagdo da populagdo de microrganismos foi utilizada a ferramenta
online Metastats (White et al., 2009) de forma a identificar diferengas estatisticamente
significativas entre 0 microbioma do solo de arvores saudaveis e doentes. Nas Tabelas 8
e 9 sdo apresentados os microrganismos que diferem significativamente (p-value <
0,05) entre as duas popula¢des de amostras, nos diferentes niveis taxondémicos.

Tabela 8. Microrganismos identificados nos diferentes niveis taxondmicos para o grupo das bactérias
usando a ferramenta Metastats (p-value<0,05).

Nivel Taxonémico Nome p-value g-value
Classe Acidobacteriia 0,022 0,965
Desulfobacterales 0,006 0,302
Ordem Acidobacteriales 0,019 0,424
Alteromonadales 0,025 0,424
Neisseriales 0,048 0,542
Nocardioidaceae 0,005 0,690
Desulfobulbaceae 0,007 0,690
Micromonosporaceae 0,019 0,773
Shewanellaceae 0,031 0,773
Familia Leuco_nostocaceae 0,032 0,773
Bacteriovoracaceae 0,036 0,773
Neisseriaceae 0,037 0,773
Propionibacteriaceae 0,038 0,773
Rhodospirillaceae 0,040 0,773
Rhodocyclaceae 0,041 0,773
Microlunatus 0,005 1
Desulfobulbus 0,009 1
Nonomuraea 0,013 1
Leuconostoc 0,014 1
Marmoricola 0,018 1
Ramlibacter 0,019 1
Género Mesorhizobium 0,019 1
Hyphomicrobium 0,030 1
Pelotomaculum 0,030 1
Kineococcus 0,030 1
Thioalkalivibrio 0,030 1
Kribbella 0,031 1
Cryocola 0,033 1
Lactococcuslactis 0,012 1
Nonomuraea bangladeshensis 0,012 1
Espécie Leuconostoc c_itre_um 0,013 1
Enterococcus italicus 0,027 1
Lactococcus raffinolactis 0,030 1
Nakamurella multipartita 0,030 1
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Tabela 9. Microrganismos identificados nos diferentes niveis taxonémicos para o grupo dos fungos
usando a ferramenta Metastats (p-value<0,05).

Nivel Taxonémico Nome p-value g-value

Classe Ustilaginomycetes 0,034 1
Microbotryomycetes 0,048 1

Atheliales 0,013 0,912

Ordem Co_rtic_iales 0,031 0,912

Ustilaginales 0,032 0,912

Auriculariales 0,032 0,912

Atheliaceae 0,017 0,844

Corticiaceae 0,029 0,844

Bionectriaceae 0,034 0,844

Mucoraceae 0,035 0,844

Familia Ustilaginaceae 0,038 0,844

Sarcosomataceae 0,038 0,844

Davidiellaceae 0,038 0,844

Lophiostomataceae 0,038 0,844

mitosporic Sporidiobolales 0,044 0,862
Absidia 0,012 1
Otidea 0,019 1
Hymenoscyphus 0,019 1
) Tolyposporium 0,041 1
Genero Asterotremella 0,041 1
Cladosporium 0,041 1
Rhodotorula 0,045 1
Lactarius 0,046 1

Absidia spinosa <0,010 0,041

Oidiodendron flavum <0,010 0,062

Mortierella alpina <0,010 0,365

Gymnopus polyphyllus <0,010 0,365

Tolyposporium junci 0,014 0,442

Asterotremella albida 0,014 0,442

Cortinarius badiolaevis 0,014 0,442

Penicillium purpurogenum 0,014 0,442

Espécie Penicillium dimorphosporum 0,014 0,442

Metacordyceps chlamydosporia 0,015 0,442

Arthromyces matolae 0,021 0,525

Hypocrea virens 0,021 0,525

Chrysosporium undulatum 0,024 0,550

Alpova rubescens 0,041 0,780

Talaromyces purpureus 0,041 0,780

Penicillium canescens 0,042 0,780

Xerocomus armeniacus 0,050 0,808

Tanto para o grupo das bactérias como dos fungos sdo identificados diversos
microrganismos ao longo dos varios niveis taxonémicos com p-value inferior a 0,05. No
entanto, estes resultados perdem significado estatistico uma vez que os g-values
(parametro que mede a probabilidade do resultado ser um falso-positivo) obtidos sdo
bastante elevados, com excec¢édo para Absidia spinosa e Oidiodendron flavum. Estes dois
fungos encontram-se em maior abundancia no grupo de amostras de solo de arvores

saudaveis. Para a A. spinosa obtiveram-se, em média, 9 e 4 sequéncias para amostras
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saudaveis e doentes, respetivamente, e para 0 O. Flavum obtiveram-se, em média, 54 e
34 sequéncias para amostras saudaveis e doentes, respetivamente.

Posteriormente foram realizadas analises estatisticas para verificar a distribuicéo
das amostras provenientes de solo de arvores saudaveis e decrépitas. Nas Figura 31 e 32
sdo apresentados os resultados obtidos, utilizando a analise por componentes principais,
e o coeficiente de Pearson e o método UPGMA para construgcdo dos dendrogramas. Nos
dois tipos de analise verifica-se uma distribuicdo homogénea das amostras e portanto o0s
resultados obtidos ndo suportam a diferenciacdo entre as amostras de solo de sobreiros
saudaveis e de solo de sobreiros decrépitos obtidos por DGGE. Na Figura 33 é possivel
verificar que as amostras apresentam uma similaridade bastante elevada entre si,
indicando desta forma que a comunidade bacteriana presente no solo de arvores
saudaveis e doentes ndo apresenta quaisquer diferencas entre si quer no grupo das

bactérias, quer no grupo dos fungos.
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Figura 31. Andlise por componentes principais para comparagdo das populacfes de bactérias (A) e
fungos (B) entre as amostras de solo de arvores saudaveis e doentes.
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Figura 32. Dendrogramas para comparacdo das populacdes de bactérias (A) e fungos (B) entre as
amostras de solo de arvores saudaveis e doentes. Os dendrogramas foram construidos usando o
coeficiente de Pearson e 0 método UPGMA.

Universidade de Aveiro — Departamento de Quimica | 51






4 CONCLUSOES



Conclusoes

Neste trabalho pretendeu-se efetuar um estudo comparativo entre 0 microbioma de
solo de sobreiros saudaveis e decrépitos e averiguar o efeito da doenca na comunidade
microbiana. O estudo incidiu sobre a populacdo bacteriana e fingica, aferidas através
das técnicas de DGGE, como abordagem preliminar para comparacdo e agrupamento
das amostras, e de pirosequenciacdo, para determinacdo da composicdo das
comunidades microbianas presente nas amostras de solo.

O estudo revelou que ambas as comunidades microbianas apresentam uma elevada
diversidade de espécies, sendo esta cerca de trés vezes superior para bactérias, quando
comparada com os fungos. A cobertura da diversidade foi estimada em 61,3% e 62,3%
para bactérias e fungos, respetivamente, concluindo-se assim que uma grande parte da
populagdo de microrganismos presente no solo foi caracterizada. No caso das
comunidades bacterianas verifica-se uma predominancia de microrganismos
pertencentes ao filo Proteobacteria para os dois tipos de solo, seguindo-se os filos
Actinobacteria, Verrucomicrobia e Acidobacteria. Na populagdo de fungos verifica-se,
em média, que o filo mais representado foi o Basidiomycota, seguindo-se os filos
“Unclassified Fungi” e Ascomycota. Na analise funcional do grupo dos fungos
verificou-se a presenca dominante de espécies de cogumelos, observando-se também
ectomicorrizas, fungos saprofitas e produtores de antibiéticos. No caso das bactérias os
grupos funcionais foram aparentemente mais diversificados, encontrando-se bactérias
que participam no clico do azoto, produtoras de antibidticos, acido lacticas, promotoras
do crescimento das plantas, entre outras.

O estudo comparativo entre 0 microbioma do solo de sobreiro saudavel e do solo de
sobreiro decrépito revelou diferencas usando a abordagem preliminar por DGGE. No
entanto na pirosequenciacdo ndo foram observadas diferencas significativas, tanto na
populacdo de bactérias como na populacdo de fungos, indicando desta forma que a
separacdo das amostras observada em DGGE pode ter sido devida a diferencas de
gradiente dos géis e ndo a populacdo de microrganismos presentes nas amostras de solo.
Este resultado pode indiciar que os exsudatos libertados pelas raizes das arvores nao
alteram de fora significativa a estrutura e composi¢cdo das comunidades presentes no
solo circundante as raizes (solo que ndo é penetrado pelas raizes das plantas).

No entanto, este trabalho possibilitou um avan¢o na compreensdo da estrutura e
composigdo das comunidades microbianas do solo de sobreiros, permitindo desta forma

a caracterizacdo global dos microrganismos presentes no solo do montado.
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Tabela 10. Sequéncias dos “primers” para a regido V6 utilizados para a constru¢do da biblioteca de amplicdes na
pirosequenciacdo. A vermelho estdo indicadas as sequéncias dos adaptadores; a azul as sequéncias chave para
controlo interno da sequenciacdo; a verde as sequéncias identificadoras; e a preto a zona de reconhecido da regido a

amplificar.

Amostra | Primer ID Sequéncia (Adaptador; Chave; ldentificacéo; Primer)
1.1S >tit V6 _F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
1.2S >tit V6_F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
1.3S >tit V6 _F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
3.1S >tit V6_F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
3.2S >tit V6_F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
3.3 >tit V6_F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
5.1S >tit V6_F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
5.2S >tit V6 _F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
5.3S >tit V6_F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
9.1S >tit V6_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
9.2S >tit V6_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
9.3S >tit V6_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
15.1S >tit_V6_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
15.2S >tit_ V6_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
15.3S >tit_V6_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
17.1S >tit_ V6_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
17.2S >tit_ V6_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
17.3S >tit_V6_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
4.1D >tit_ V6_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
4.2D >tit_V6_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
4.3D >tit_ V6_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
6.1D >tit_V6_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
6.2D >tit_V6_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
6.3D >tit_ V6_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
8.1D >tit_V6_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
8.2D >tit_ V6_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
8.3D >tit_V6_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
12.1D >tit_V6_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
12.2D >tit_V6_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
12.3D >tit_V6_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
14.1D >tit_ V6_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
14.2D >tit_V6_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
14.3D >tit_ V6_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
16.1D >tit_V6_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
16.2D >tit_V6_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
16.3D >tit_ V6_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG ATGCAACGCGAAGAACCT
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Tabela 11. Sequéncias dos “primers” para a regido ITS Il utilizados para a construcdo da biblioteca de amplices na
pirosequenciacdo. A vermelho estdo indicadas as sequéncias dos adaptadores; a azul as sequéncias chave para
controlo interno da sequenciacdo; a verde as sequéncias identificadoras; e a preto a zona de reconhecido da regido a
amplificar.

Amostra Primer ID Sequéncia (Adaptador; Chave; ldentificacédo; Primer)
1.1S >tit_ ITS2 F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
1.2S >tit_ITS2_F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
1.3S >tit_ ITS2 F6 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
3.1S >tit_ITS2_F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
3.2S >tit_ITS2_F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
3.3 >tit_ ITS2 F7 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
5.1S >tit_ITS2_F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
5.2S >tit_ ITS2 F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
5.3S >tit_ITS2_F8 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
9.1S >tit_ITS2_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
9.2S >tit_ITS2_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
9.3S >tit_ITS2_F9 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
15.1S >tit_ITS2_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
15.2S >tit_ITS2_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
15.3S >tit_ITS2_F10 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
17.1S >tit_ITS2_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
17.2S >tit_ITS2_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
17.3S >tit_ITS2_F11 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
4.1D >tit_ITS2_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
4.2D >tit_ITS2_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
4.3D >tit_ITS2_F12 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
6.1D >tit_ITS2_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
6.2D >tit_ITS2_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
6.3D >tit_ITS2_F13 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
8.1D >tit_ITS2_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
8.2D >tit_ITS2_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
8.3D >tit_ITS2_F14 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
12.1D >tit_ITS2_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
12.2D >tit_ITS2_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
12.3D >tit_ITS2_F15 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
14.1D >tit_ITS2_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
14.2D >tit_ITS2_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
14.3D >tit_ITS2_F16 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
16.1D >tit_ITS2_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
16.2D >tit_ITS2_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
16.3D >tit_ITS2_F17 | CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAG GCATCGATGAAGAACGC
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