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1. Introdução

As turfeiras são ecossistemas alagados que ocupam 2.84% da superfície terrestre e são

constituídas pela turfa, um tipo de solo que consiste em importantes reservas de carbono (CLYMO et

al., 1998; XU et al., 2018). Essas reservas ocorrem devido ao acúmulo de detritos vegetais, cuja

decomposição é desacelerada graças à alta saturação de água e às baixas concentrações de oxigênio

(ERWIN, 2009). Tais condições ambientais específicas promovem o desenvolvimento de

microrganismos associados ao ciclo biogeoquímico do metano (CH4), como as arqueias

metanogênicas, que são responsáveis pela produção desse gás no solo e bactérias metanotróficas, que

são responsáveis pelo consumo de CH4 (KAMAL & VARMA, 2008).

A compreensão a respeito dos microrganismos envolvidos no ciclo do CH4 é de extrema

importância, visto que este gás é o segundo mais importante do efeito estufa e apresenta um potencial

de aquecimento até 25 vezes maior do que o gás carbônico (LELIEVELD et al, 1998).

Para acessar e avaliar a abundância destes microrganismos, em especial procariotos como

bactérias e arqueias, ferramentas moleculares consistem em uma estratégia bastante eficaz, tendo em

vista a dificuldade de se cultivar de maneira representativa os microrganismos do solo em condições

laboratoriais (ROSLAN et al., 2017). Genes conhecidos como marcadores moleculares podem ser

utilizados para avaliar a presença desses organismos no solo e são importantes para inferências das

funções associadas à ciclagem do CH4: o gene mcrA, codificador de uma subunidade da enzima metil

coenzima M redutase (MCR), presente em arqueias metanogênicas (LUTON et al., 2002); e o gene

pmoA, codificador de um polipeptídeo da enzima metano monooxigenase particulada (pMMO) para

bactérias metanotróficas (MCDONALD & MURRELL, 1997). Estes genes são altamente específicos para

microrganismos relacionados ao ciclo do CH4 e, portanto, são importantes marcadores da presença

destes organismos no ambiente (ALVARADO et al.).Adicionalmente, o gene 16S rRNA também pode ser

utilizado como marcador taxonômico para procariotos em geral, contribuindo para a avaliação da

abundância e composição desses grupos no ambiente (KIRK et al., 2004).

No entanto, cada tipo de solo apresenta características singulares que podem dificultar os

estudos moleculares, incluindo, por exemplo, o acesso ao DNA total do solo de acordo com

metodologias padrão. Como demonstrado por Venturini et al. (2020), solos tropicais com alta

quantidade de argila e matéria orgânica são mais desafiadores para a extração de DNA, o que requer

adaptações pontuais nos protocolos padrão para a melhoraria da quantidade e da qualidade do DNA

extraído. Para a turfa, o alto nível de matéria orgânica, a acidez e a grande quantidade de argila, podem

resultar em amostras de DNA contaminadas (ROSLAN et al., 2017), apresentando baixa quantidade e

qualidade do material genético, o que demonstra uma necessidade por adaptações metodológicas

para o processo de extração do DNA total de turfa. Isto permite uma análise mais confiável e

representativa com relação às análises moleculares subsequentes, como, por exemplo, a abundância
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das cópias dos genes dos microrganismos de interesse no campo.

Uma vez extraído o DNA total das amostras de solo, a técnica de reação em cadeia da

polimerase em tempo real (qPCR) consiste numa ferramenta altamente sensível, eficaz e rápida para se

avaliar a abundância de cópias de genes pré-determinados nas amostras ambientais (NOVAIS & PIRES

ALVES, 2004).

Estudos mostram que as mudanças climáticas provocam alterações de temperatura,

composição da vegetação e profundidade dos lençóis freáticos, levando a alterações no equilíbrio de

consumo de carbono pelos microrganismos presentes na turfa e a um aumento do nível de emissões

de gases do efeito estufa para a atmosfera (LIMPENS et al., 2008; ERWIN, 2009; HARENDA et al., 2018;

ANTALA et al., 2022). No entanto, os trabalhos citados abordam aspectos ecológicos de turfeiras de

climas temperados ou turfeiras tropicais de território estrangeiro, e poucos estudos na literatura têm

foco nas turfas tropicais brasileiras e, ainda mais, sobre a microbiota.

Portanto, apesar de serem ecossistemas com alta importância para o ciclo do carbono e

diretamente afetados pelas mudanças climáticas, os microrganismos presentes no solo das turfeiras

ainda são pouco conhecidos, especialmente em áreas tropicais da região de Mata Atlântica, como a

Turfeira da Campina do Encantado. Portanto, são necessários estudos para um melhor conhecimento

das comunidades microbianas da turfa, e com essa perspectiva, as ferramentas moleculares, incluindo

a técnica de qPCR, permitem inferências a respeito da abundância das comunidades microbianas dos

domínios Archaea e Bacteria, assim como das que estão associadas ao ciclo do CH4nestes locais.

2. Hipótese do estudo

Este projeto propõe a hipótese de que a variação das fitofisionomias associadas à turfa

influencia a abundância dos genes mcrA e pmoA, que estão associados ao ciclo biogeoquímico do

metano. Além disso, espera-se que a profundidade seja um fator determinante nesse processo, de

modo que a presença de metanogênicos seja favorecida em maiores profundidades.

3. Objetivos

3.1 Objetivos gerais

O presente trabalho tem por objetivo geral avaliar as comunidades microbianas associadas ao

ciclo biogeoquímico do metano, através da quantificação absoluta de genes marcadores, por PCR

quantitativo em tempo real, a partir de amostras de DNA total obtidas de turfeiras do Parque Estadual

Campina do Encantado.

3.2 Objetivos específicos

a) Comparar a qualidade e a concentração do DNA total extraído de amostras ambientais de turfa
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utilizando protocolo padrão e protocolo otimizado em laboratório, além de quantificar, por PCR

quantitativo em tempo real, a abundância dos genes 16S rRNA de Archaea e Bacteria para ambos

os protocolos.

b) Quantificar, por PCR quantitativo em tempo real, os genes mcrA, pmoA, 16S rRNA de Archaea e

16S rRNA de Bacteria de amostras de DNA total de turfas sob diferentes fitofisionomias e

profundidades, obtidas no campo.

4. Material e métodos

A metodologia descrita abaixo foi separada de acordo com o propósito de cada um dos estudos

do projeto. Primeiramente, buscou-se otimizar um protocolo de extração de DNA que atendesse às

características intrínsecas dos solos das turfeiras tropicais brasileiras, de modo a se obter amostras de

DNA de qualidade e em concentrações adequadas para as análises moleculares posteriores. Em

segundo estudo descrito neste presente projeto, buscou-se avaliar a abundância, por qPCR, de

arqueias e bactérias presentes em diferentes fitofisionomias e profundidades das turfas, com foco na

microbiota associada ao ciclo biogeoquímico do metano.

4.1 Área de estudo

A área de estudo consistiu em três turfeiras localizadas no Parque Estadual da Campina do

Encantado (PECE), no município de Pariquera-Açu, São Paulo, Brasil (24° 40’ S, 47° 48’ W). O parque

possui uma área de 3.258 ha e turfeiras com diferentes fitofisionomias (São Paulo, 1998).

Figura 1. Fitofisionomia de uma das áreas de estudo do Parque Estadual da Campina do Encantado, no município de
Pariquera Açu – Estado de São Paulo.
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4.2 Coleta e processamento das amostras de solo

A coleta das amostras de turfa foi realizada em cada uma das três áreas de turfa com distintas

fitofisionomias, nas profundidades de 0-10 cm, 20-30 cm, 90-100 cm, 180-190 cm e 290-300 cm, com o

uso de vibrotestemunhador e trado russo. Após a coleta, o material foi transportado refrigerado ao

laboratório e armazenado a -80 °C.

4.3 Extração de DNA total das amostras e comparação entre protocolos

4.3.1 Otimização do protocolo de extração de DNA total da turfa

Para esta primeira etapa de otimização e avaliação de protocolos de extração de DNA total,

foram extraídas amostras de solo de turfa em triplicata de duas áreas e duas profundidades (20-30 cm

e 180-190 cm), totalizando 12 amostras. O DNA total dessas amostras foi extraído com o PowerLyzer

PowerSoil DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden, North Rhine Westphalia, Germany), inicialmente de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Posteriormente, as mesmas amostras foram

submetidas a um protocolo com adaptações específicas para os passos da extração:

● Redução da quantidade de solução Bead para 500 µl e acréscimo de 300 µl de fenol clorofórmio

na mesma etapa.

● Soluções C2 e C3 adicionadas conjuntamente para um volume de sobrenadante de 600 µl.

● Amostras foram incubadas em gelo por 5 minutos após a adição das soluções C2 e C3.

● Adição de 700 µl de solução C4 e 600 µl de etanol 100% na mesma etapa.

● Tempo de centrifugação das “Mb Spin Columns” de 2 minutos a 16.000 x g.

● Adição de 50 µl da solução C6.

Ao final da extração, as amostras de DNA total também foram submetidas à uma etapa de

purificação utilizando o OneStep PCR Inhibitor Removal Kit (ZYMO RESEARCH, Murphy Ave, Irvine,

Califórnia). Para esta etapa, adicionou-se ao Zymo-Spin™ III-HRC Column 600 µl da solução

Prep-Solution, sendo posteriormente centrifugados a 8000 x g por 3 minutos. Após, 50 µl do DNA foi

adicionado ao tubo Zymo-Spin™ III-HRC Column e centrifugado a 16000 x g por 3 minutos.

Esta etapa mostrou-se necessária para a obtenção de DNA de qualidade e em concentrações

adequadas para as análises moleculares posteriores.

4.3.2 Análise da qualidade e da concentração do DNA total extraído

A qualidade e a concentração do DNA total extraído foi analisada, para todas as amostras, em
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espectrofotômetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, EUA),

com ajuste de densidade ótica a 230 nm, 260 nm e 280 nm, e em eletroforese com gel de agarose 1%,

marcado com GelRed (Biotium, Fremont, CA, USA). Adicionalmente, a concentração também foi

avaliada em QuBit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, EUA).

4.3.3 Amostras de campo

Para as amostras de campo, foram utilizadas amostras de solo em triplicata para as três áreas

com fitofisionomias distintas em três profundidades (0-10 cm, 90-100 cm e 290-300 cm), totalizando

27 amostras. O DNA total dessas amostras foi extraído com o PowerLyzer PowerSoil DNA Isolation Kit

(QIAGEN, Hilden, North Rhine Westphalia, Germany), aplicando o protocolo de extração otimizado e

apresentado anteriormente (tópico 4.3.1), com as adaptações necessárias para extração do DNA de

turfa. As amostras de DNA obtidas foram armazenadas a -20 °C.

4.4 Análise da qualidade e da concentração do DNA total extraído

A qualidade e a concentração do DNA total extraído foi analisada em espectrofotômetro e em

eletroforese com gel de agarose, conforme o tópico 4.3.2.

4.5 PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

A técnica de PCR quantitativo em tempo real será utilizada para quantificar os genes 16S rRNA,

de Archaea e Bacteria, e os genes associados ao ciclo do metano, mcrA e pmoA, a partir das amostras

de DNA total do solo de turfa. Para a etapa de otimização do protocolo, o gene 16S rRNA de bactéria e

o 16S rRNA de arqueia serão quantificados, enquanto que, para o estudo de campo, além dos genes

16S rRNA para arqueia e bactéria, os genes associados ao ciclo do metano também serão avaliados.

Para cada gene, será construída uma curva padrão contendo de 10 a 1010 cópias do gene de

interesse, que será obtido previamente pela técnica de PCR convencional a partir de amostras

ambientais em termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

Massachusetts, EUA). A técnica de qPCR será realizada em triplicata para cada amostra no

equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems), com um volume final de 10 μl, contendo 5 μl do

SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), 1 μL

de cada primer (5 pmol/μl), 0,2 μl de BSA (20 mg/ml) (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,

Massachusetts, EUA), 1,8 μL de água, 1 μl de DNA (10 ng/μl).
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Tabela 1. Sequências e referências dos primers dos genes 16S rRNA, de Archaea e Bacteria, mcrA e

pmoA.

Gene Primer Sequência (5' - 3') Referência

16S
rRNA

Archaea

519F CAGCCGCCGCGGTAA KLINDWORTH et al. (2013)

915R GCCATGCACCWCCTCT STAHL; AMANN (1991)

16S
rRNA

Archaea

926f AAACTCAAAKGAATTGACGG BACHETTI DE GREGORIS et al. (2011)

1062r CTCACRRCACGAGCTGAC

mcrA Mlas-F GGYGGTGTMGGDTTCACMCARTA ANGEL; CLAUS; CONRAD (2012)

mcrA-R CGTTCATBGCGTAGTTVGGRTAGTT STEIMBERG; REGAN (2008)

pmoA A189F GGNGACTGGGACTTCTGG HOLMES et al. (1999)

MB661r CCGGMGCAACGTCYTTAAC COSTELLO; LIDSTROM (1999)

4.6 Análise dos resultados

Para a comparação entre protocolos de extração de DNA, os valores de quantidade e qualidade

do DNA total do solo serão analisados como já descrito anteriormente (tópico 4.3.2). As diferenças

estatísticas entre as concentrações e qualidade de DNA, de acordo com cada protocolo, assim como os

resultados de qPCR serão analisadas. As amostras de campo terão seus resultados de qPCR analisados

estatisticamente para a verificação de diferenças significativas de abundância de cópias dos genes

analisados entre as fitofisionomias e entre as diferentes profundidades da turfa.

5. Plano de trabalho e cronograma

Tabela 2. Cronograma das atividades de desenvolvimento do projeto.

Atividade/Mês 1º e 2º mês 3º e 4º mês 5º e 6º mês

Levantamento bibliográfico ✓ X X

Extração e quantificação de DNA para otimização de protocolo ✓

qPCR para as amostras do protocolo otimizado • X

Extração e quantificação de DNA total das amostras de campo ✓

qPCR para as amostras de campo X X

Análise de dados X X

Análises estatísticas X X
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Participação em evento científico X

Escrita científica • X X

✓ - Etapa concluída; • - etapa em andamento; X - etapa a ser realizada.
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