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RESUMO

O ciclo do nitrogénio é composto por sucessdes de processos metabdlicos realizados por diversas
bactérias de vida livre e simbionte capazes de transformar o nitrogénio gasoso (N2) em formas
assimilaveis pelas plantas. A fixagdo bioldgica do nitrogénio € a principal responsavel por suprir
as necessidades de nitrogénio das plantas. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar
a diversidade de bactérias do ciclo do nitrogénio de quatro amostras de solo com diferentes manejos
agricolas e uma amostra de solo de mata nativa, por meio de ferramentas de bioinformatica para
analise do DNA metagendmico total. As amostras de solo foram coletadas na regido do municipio
de Dourados (MS), na fazenda da Embrapa Agropecuaria Oeste. Apés a extracdao foi feito um
sequenciamento total do DNA por meio da tecnologia de sequenciamento WGS (Whole Genome
Shotgun) pela plataforma Illumina Hiseq 2500 gerando um total de 460.236 ORFs, os dados para
analises de bioinformética utilizados neste trabalho foram obtidos em um trabalho anterior. Os
dados obtidos pelo sequenciamento das amostras de solo foram exportados para a plataforma MG-
Rast e foram feitas comparagdes contra o banco de dados Refseq, as sequéncias relativas a bacterias
pertencentes ao ciclo do nitrogénio foram analisadas no programa STAMP. As analises foram feitas
de alguns dos principais géneros de bactérias presentes no ciclo do nitrogénio sendo eles os géneros
Azorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Methylobacterium, Nitrobacter, Rhizobium e
Sinrhizobium. Com os resultados gerados pelo MG-Rast verificou-se a ocorréncia de todas as
bactérias analisadas em todas as amostras de solo, no total foram 43561 sequéncias de DNA
encontradas sendo 2083 sequéncias referente ao género Azorhizobium, 17368 referente ao género
Bradyrhizobium, 3050 referente ao g@género Mesorhizobium, 8616 referente ao género
Methylobacterium, 5881 referente ao género Nitrobacter, 3480 referente ao género Rhizobium e
3079 referente ao género Sinorhizobium. Foram identificadas um total de 20 espécies de bactérias
pertencentes aos géneros analisados, a espécie Bradyrhizobium japonicum apareceu com maior
proporcao nas amostras analisadas. Foram identificadas 21 sequéncias referente a enzimas
pertencentes ao ciclo do nitrogénio, esses resultados mostram que existe uma grande diversidade

de bactérias do ciclo do nitrogénio em manejos agricolas e mata nativa.

Palavras chaves: Metagendmica, Ecologia Microbiana, WGS.



ABSTRACT

The nitrogen cycle is a cycle composed of successions of metabolic processes carried out by
various bacteria of free-life and symbionte capable of transforming gaseous nitrogen (N2) into
assimilable forms by plants. The biological fixation of nitrogen is the main responsible for meeting
the nitrogen needs of the plants. This work aimed to evaluate the diversity of these bacteria
belonging to the nitrogen cycle in four samples of soil under different agricultural management and
sample of native forest soil, through bioinformatics tools for analysis of total metagenomic DNA.
Solo samples were collected in the region of the Municipality of Dourados (MS), at EMBRAPA
Agropecuaria West farm, a total DNA sequencing was done through the WGS sequencing
technology (WHOLE GENOME SHOTGUN) by the ILLUMINA HISEQ 2500 platform
generating a total of 460.236 ORFs, data for bioinformatics analyzes used in this work were
obtained in a previous job. The data obtained by the sequencing of soil samples were exported to
the MG-RAST platform and comparisons were made with Refseq databases for and KO (KEGG
Orthology), the resulting sequences were analyzed in the Stamp program. The analyzes were made
from the main genres of bacteria present in the cycle of nitrogen being them the genres
azorhizobium, bradyrhizobium, mesorhizobium, methylobacterium, nitrobacter, rhizobium and
sinrhizobium. With the results generated by the MG-RAST, the occurrence of all the bacteria
analyzed in all soil samples, in total were 43561 sequences found being 2083 sequences related to
the gender Azorhizobium, 17368 referring to the genus Bradyrhizobium, 3050 referring to the genus
Mesorhizobium, 8616 referring to the genus Methylobacterium, 5881 concerning the genus
Nitrobacter, 3480 referring to the genus, Rhizobium and 3079 referring to the Sinorhizobium genus.
A total of 20 species of bacteria belonging to the genera analyzed, the species Bradyrhizobium
japonicum appeared with a greater proportion in the samples analyzed. We identified 21 sequences
referring to enzymes belonging to the nitrogen cycle, these results show that there is a great

diversity of nitrogen cycle bacteria in agricultural management and native forest.

Keywords: Metagenomic, Microbial Ecology, WGS.
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1 INTRODUCAO

O nitrogénio é um fator limitante para o crescimento e desenvolvimento das plantas, e
consequentemente influencia na produtividade das grandes culturas de alimentos como a soja. A
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados aumenta os custos das culturas de alimentos, alem de
provocar prejuizos ao meio ambiente. Nesse sentido, a fixacdo biol6gica de nitrogénio surge como
uma alternativa, uma vez que esse processo consiste na reducao do nitrogénio atmosférico (N2) em
outras formas que sdo assimilaveis pelas plantas por meio de bactérias presentes no ambiente.
Dessa maneira as culturas tém suas necessidades de nitrogénio supridas, bem como um
desenvolvimento mais significativo e diminuigdo dos custos da produgéo (MUS et al., 2016).

A fixacgdo biologica de nitrogénio é a forma mais eficiente de fixagdo de nitrogénio em
termos de gasto energético e de beneficios para a agricultura quando comparado a outros métodos,
por isso estudar essa relacdo da comunidade microbiologica proporciona mais disponibilidade de
tecnologias para melhorar a produtividade para a agricultura (CHERKASOV et al., 2015). A
reducdo do nitrogénio atmosferico é possivel devido a producédo de varias enzimas por bactérias
dizotroficas que reduzem o nitrogénio em formas assimilaveis para as plantas (KIM et al., 1994).

O solo é um sistema composto por uma diversidade de comunidades microbiana imensa e
complexa sendo dificil de determinar a sua composicdo. Para melhor entender as relacfes
existentes da diversidade genética e a estrutura das comunidades microbianas tem sido empregadas
técnicas para caracterizacdo taxonémica e funcional do DNA extraidos do solo (NANNIPIERI et
al., 2017). A metagendmica se tornou uma ferramenta muito importante nos estudos de
comunidades microbianas, nos permitindo conhecer um mundo novo com grande potencial de
impactar diversos setores da sociedade. Por meio das ferramentas de bioinformatica novas
descobertas tém sido relatadas como, novos genes, enzimas, fungdes bioquimicas e vias de
moléculas bioativas (ALVES et al., 2018).

Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo analisar se ocorrem alteracGes nas
populacdes de bactérias do ciclo do nitrogénio em amostras de solo com diferentes manejos

agricolas e mata nativa de Dourados.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia da fixacéo de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento quimico muito importante para os seres vivos sendo um dos
principais nutrientes para manutencdo da vida. A atmosfera possui 0 maior estoque de nitrogénio
sob a forma de N2, no entanto a maioria dos organismos vivos necessitam de nitrogénio nas formas
de amonio e nitrato para assimilagdo. Existe uma complexa rede de microrganismos capazes de
transformar o nitrogénio atmosférico em formas assimildveis para 0s outros seres Vivos
(KUYPERS et al., 2018).

Os microrganismos capazes de converter o N> em aménia e nitrato sdo chamados de
diazotroficos ou fixadores de nitrogénio, e o processo de assimilagdo do nitrogénio é conhecido
como fixagao biologica de nitrogénio (FBN) (FABIO et al., 2018). Cerca de 97% do N produzido
nos ecossistemas naturais € devido a FBN e se considerarmos os sistemas naturais e agricolas cerca
de 65% do N total é produzido pela FBN. Devido a alta demanda de alimentos no mundo e a baixa
disponibilidade de N para as culturas ocasionou o crescimento da utilizacdo de fertilizantes
nitrogenados provocando um aumento do fluxo de nitrogénio no ciclo terrestre (FABIO et al.,
2018).

Os genes nif s@o os responsaveis pela sintese da nitrogenase, principal enzima no processo
da FBN, e um outro grupo de genes acessorios conhecidos como fix sdo responsaveis pela regulacao
da nitrogenase. A expressdo do gene nif € estimulada quando ha disponibilidade de carbono e
ecassez de N no ambiente, pode ser inibida quando ha presenca de nitrato, aménio ou nitrogénio
na forma de aminoécidos (FABIO et al., 2018). Por meio de estudos realizados sobre a nitrogenase
determinou a existéncia de sistemas alternativos da nitrogenase, dividindo-se em nitrogenase 1
dependente de Molibdénio (Mo) e Ferro (Fe) sendo codificada pelo gene nif; nitrogenase 2,
dependente de Vanadio (V) e codificada pelo gene vnf e nitrogenase 3, dependente de Ferro (Fe) e
codificada por genes anf. (CASSETARI et al, 2016).

Além dos mecanismos citados existe um ainda mais evoluido, é o que ocorre entre rizébios
e leguminosas, dentro dos nodulos existe uma proteina chamada leg-hemoglobina que possui
funcdo semelhante a hemoglobina, sendo responsavel por carregar o oxigénio para a respiracdo das

bactérias intra-nodulares suprindo a necessidade de energia para a redugdo do N-atmosférico em



amonio, dessa forma mantem o oxigénio na forma associada impedindo que o oxigénio danifique
a nitrogenase. Os nddulos que possuem a leg-hemoglobina possuem uma cor avermelhada em seu
interior diferenciando dos nédulos de cor branco ou esverdeado que ndo possuem essa proteina
(CASSETARI et al., 2016).

Ciclo do Nitrogénio

Fixacao

Nitrogénio na atmosfera

Plantas
Mssimilacao

Bactérias
desnitri-
ficantes

Bactérias fixa- 3
doras de N2 nos

nodulos de raizes

de leguminosas Decomposutores

(fungos e bactérias
aerobicas e anaerébicas)

Nitratos _
03’)

A

Bactérias

Amonificagao Nitrificacao nitrificantes
Am6nia Nitritos
), (¢S] 0;)
Bactérias fixadoras Bactérias

de N2 no solo nitrificantes
Figura 1. Processo de fixagao e desnitrificacdo do nitrogénio.
Fonte: Pedro Spoladore/Johann Dréo.

A FBN pode ocorrer por duas vias principais, a simbidtica e a de vida livre. A FBN
simbidtica é a associagdo mutualistica entre microrganismos diazotroficos e plantas, localizados
nos nddulos formados nas raizes das plantas. Podem ser considerados FBN de vida livre bactérias
epifitas, endofiticas, bactérias associadas a rizosfera das plantas ou ndo associadas as plantas
(FABIO et al., 2018).



A associacdo de bactérias diazotroficas com as leguminosas formam estruturas
especializadas nas raizes das plantas chamadas de nddulos, e € nessas estruturas que ocorre o
processo de FBN. Nos nddulos, ions de hidrogénio sdo inseridas & amdnia sintetizada, sendo
transformada em amonio e distribuido para a planta sob diversas formas N (FABIO et al., 2018),
essa relacdo simbidtica pode suprir as necessidades de N da planta (SANTOS et al., 2019). Para
que ocorra a formacdo de nddulos nas leguminosas é necessaria uma interacdo de reconhecimento
especifico entre a leguminosa e 0s rizobios, através de mecanismos de sinalizagdo e transducao de
sinais moleculares (CASSETARI et al., 2016).

A reducdo do nitrato em 6xido nitroso pelas NiRs (nitrito redutoras respiratorias) € uma
etapa essencial na desnitrificacdo. Existe dois grupos de desnitrificadores 0s que possuem nitrito
redutase expressa pelo gene nirK ou a nitrito redutase do citocromo cdl expresso pelo gene nirS.
A bacteria oligotrofica Bradyrhizobium oligotrophicum S58 apresenta ambos 0S genes
desnitrificadores nirK e nirS e outros genes que colaboram para a desnitrificacdo do nitrato em
dinitrogénio (SANCHEZ et al., 2018).

A nitrogenase é muito sensivel ao oxigénio e a interacéo entre eles causa danos irreversiveis
a enzima, isso € um problema para os microrganismos diazotréficos que possuem metabolismo
aerobico, no entanto esses microsimbiontes desenvolveram mecanismos para contornar esse
problema, como aumento da atividade respiratoria, desenvolvimento preferencial em sitios
microaerofilicos, producéo de polissacarideos extracelulares e formacao de células especializadas
(CASSETARI et al, 2016).

A FBN obtido pela interacdo de plantas e bactérias diazotroficas é o processo de maior
destague no processo de fixacdo de nitrogénio no ecossistema terrestre e na agricultura, pois aléem
de fixar nitrogénio esses microrganismos geram outros beneficios como rizobactérias promotoras
de crescimento em plantas (RPCP), producéo de horménios vegetais, como auxinas, giberelinas e
citocininas e também na solubilizacdo de fosfatos. Assim ao inocular e maximizar a fixacao
biolégica de nitrogénio, pode-se inclusive reduzir o uso de fertilizantes nitrogenados, pois
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados € um dos principais fatores de poluicdo do solo e
contaminacdo dos lengois freaticos, ocasionando em perdas por volatilizacdo e lixiviacao,
provocando prejuizos ao meio ambiente (CASSETARI; et al., 2016).

Ao optar por aplicacdo de fertilizantes nitrogenado para suprir as necessidades de nitrogénio

da lavoura o agricultor ira precisar aplicar o equivalente a 550 kg/h& de ureia, o preco médio do



adubo custo em torno de R$ 1.200,00 com 43% de nitrogénio a aplicacéo custaria R$ 636,00. A
aplicacdo de inoculantes custaria para o agricultor R$ 25,00/ha gerando economia de R$ 611,00/h&
além dos beneficios de ndo poluir o ambiente (DE CASTRO et al., 2019).

2.2. Alguns importantes géneros de bactérias do ciclo de nitrogénio

A fixacdo bioldgica do nitrogénio é de suma importancia para obtencdo desse nutriente
essencial para o desenvolvimento das plantas, e a manutencdo do ciclo do nitrogénio é de grande
importancia para culturas como a soja, pois € a leguminosa mais cultivada no mundo e possui
grande impacto na economia dos paises produtores dessa leguminosa. As principais espécies
simbiontes da soja s@o o Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii podendo aumentar
a produtividade em até 50%. (LEGGETT et al., 2017).

E muito importante os estudos sobre a biodiversidade de microrganismos para aplicagdo
agricola, visando a melhoria do manejo de culturas através de populacGes microbiontes mais
eficientes e mais adaptados aos diferentes tipos de solos (STRALIOTTO et al., 2006). As bactérias
fixadoras de oxigénio mais conhecidas pertencem a ordem Rhizobiales, sendo 0s géneros
Allorhizobium, Azorhizobium, Bradyhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium e Sinorhizobium

(Ensifer), conhecidos como rizébios (FABIO et al., 2018).

2.2.1 Azorhizobium

A classificacdo taxondmica de bactérias pertencentes a esse género é: Filo Proteobactéria,
classe Alphaproteobactéria, ordem Hyphomicrobiales, familia Xanthobacteraceae, género:
Azorhizobium (FEDERHEN et al., 2012).

As bactérias do género Azorhizobium sdo bastonetes Gram-negativo, possuem uma
caracteristica versatil de fixar nitrogénio quando em vida livre e quando em simbiose com Sesbania
rostrata, podendo formar nddulos no sistema radicular e em radiculas adventicias no caule (Lee at
al, 2008; LANG et al., 2013), fornecendo nitrogénio a planta em troca de produtos da fotossintese
(CHOMA et al., 2012). A simbiose entre essas espécies também possui a capacidade de fazer
transferéncia horizontal de genes para outros géneros de rhizébios, sendo instensificada por
flavondides vegetais que também atuam com sinais para o inicio do processo simbiotico (LING et
al., 2016).



Jiang et al. (2016) realizou um trabalho onde caracterizou um quimiorreceptor do A.
caulinodans contendo a proteina IcpB, onde identificou essa proteina como sendo um regulador-
chave da quimiotaxia e detecgé@o de oxigénio no processo de simbiose com a S. rostrata.

A espécie A. coulinodans ORS571 possuei um grupo de genes de quimiotaxia che, que
coordena a formagdo de biofilmes EPS e a formacéo de ndédulos competitiva (L1U et al., 2018).

Em um estudo realizado por Liu et al. (2020) constatou que o calcio possui participacdo
muito importante na formacdo de biofilmes além de estimular a colonizacdo da raiz de S. rostrata

por Azorhizobium coulinodans.

2.2.2 Bradyrhizobium

A classificacdo taxonémica de bactérias pertencentes a esse género € Filo Proteobactéria,
classe Alphaproteobactéria, ordem Hyphomicrobiales, familia Bradyrhizobiaceae, género
Bradyrhizobium (FEDERHEN et al., 2012).

A simbiose independente do fator Nod alternativo (NF) foi observada em algumas espécies
de Aeschynomene noduladas por Bradyrhizobium fotossintéticos sem o0s genes nod ABC
candnicos. Um estudo revelou que Bradyrhizobios ndo fotossintéticos também sdo capazes de
formar nddulos em Aeschynomene independente de NF. Baseado nos dados do estudo indicam que
dois processos independentes de NF ocorrem entre leguminosas e rizébios, um dependente do
sistema de secrecdo bacteriano tipo 3 (T3SS) e outro mecanismo até entdo desconhecido
(OKAZAKI et al., 2016).

Bactérias do género Bradyrhizobium foram identificadas como RPCP (Rizobactérias
Promotoras de Crescimento de Plantas) em manejo sob Eucalyptus sp e sobre mata nativa
(PEREIRA et al., 2018).

Outro estudo testou a capacidade de reducdo de N.O e de fixacdo N> de cepas de
Bradyrhizobium em nddulos de seis diferentes leguminosas. Como resultado foram identificadas
varias cepas de Bradyrhizobium com capacidade de reducdo de N>O e também de fixacdo de N2
que podem ser utilizadas para producdo de inoculantes de leguminosas com capacidade de
assimilacdo de ambos os compostos (WOLIY et al., 2019).

Em um estudo realizado por Moretti et al., (2019) foi avaliado os efeitos da inoculacdo de

cepas de Bradyrhizobium niponicum e Bradyrhizobium diazoefficiens e metabdlitos microbianos
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secundérios, onde constatou um aumento do desenvolvimento de cultivares de sojas e seu potencial
como inoculantes para melhorar a produtividade da soja.

Chibera et al. (2017) com o objetivo de identificar cepas de rhizobio nativo com potencial
para serem utilizadas na formulacdo de inoculantes em soja, isolou e identificou o rhizobio nativo
através do sequenciamento do gene 16S rRNA. Dos isolados que apresentaram capacidade de
formar nddulos, 75% pertenciam ao género Bradyrhizobium e 25% aos géneros Rhizobium. As
espécies que apresentaram melhores resultados foram as do género Bradyrhizobium sendo elas as
B. diazoefficiens, B. elkanii e B. japonicum possuindo uma excelente eficacia simbidtica sendo
possivel a inoculagcdo para melhor producgdo da soja.

2.2.3 Mesorhizobium

A classificacdo taxon6mica de bactérias pertencentes a esse género € Filo Proteobactéria,
classe Alphaproteobacteria, ordem Hyphomicrobiales, familia Phyllobacteriaceae, género
Mesorhizobium (FEDERHEN et al., 2012).

Mesorhizobium é um género de bactérias Gram-negativa, utiliza com fontes de nitrogénio,
sais de amonio, nitratos e aminoacidos, possuem como caracteristica a capacidade de hospedar nos
pelos das raizes de uma grande variedade de leguminosas (CHEN et al., 2015).

Em um estudo realizou-se um mapeamento de associacdo em uma populacdo de
Mesorhizobium em solo serpentino observou uma especializacdo que apresenta diferencas
genotipicas de adaptacdo dentro de uma populacdo geneticamente semelhante, reforcando a ideia
de que ambientes heterogéneos exige uma selecdo onde ocorre uma alteragdo em uma minima
fracdo do genoma, e ainda propds genes candidatos para adaptacdo do niquel que mostraram
homologia a genes envolvidos na tolerancia ao niquel (PORTER et al., 2017).

Em outro estudo 31 cepas isoladas de bactérias de nddulos da raiz de Sophora onde
confirmou ser rizébios tipicos de Sophora, sendo essas bactérias pertencentes ao género
Mesorhizébium e das 31 cepas propbés 5 delas como novas espécies pertencentes ao género
(MEYER et al., 2016).

Em um estudo foi realizado uma analise estrutural e funcional da proteina ACC desaminase
de Mesorhizobium para determinar as propriedades fisico-quimicas através de ferramenras de
bioinformatica, a Mesorhizobium loti foi a espécie usada para representar o género Mesorhizobium

para a modelagem da proteina ACC desaminase e também foi feita uma relacéo filogenética dos
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genes acdS de diferentes cepas de Mesorhizobium com base na proteina ACC desaminase
(PRAMANIK et al., 2017).

Um estudo com o objetivo de investigar a filogenia e expressédo do gene traG conservado
em Mesorhizobium que codifica um receptor de substrato T4SS que esta relacionado com simbiose
entre rizobia e leguminosas e também a ocorréncia de genes dos complexos tra/trb e virB/virD
também relacionados com a simbiose, onde constatou que na organizagdo estrutural do T4SS os
genes virB/virD estavam ausentes em todas as microssimbiontes de grdo de bico e no simbionte de
M. Japonicum, e também foi constatado a presenca de genes pertencentes a outro substrato (T3SS)
nas cepas sem os genes virB/virD. Foi observado a expressdo do gene traG em M. Mediterraneum
Ca3 e M. Ciceri LMS-1 nos exsudatos da raiz do grdo de bico (PACO et al., 2019).

2.2.4 Methylobacterium

A classificacao taxondmica para bactérias pertencentes a esse género é Filo Proteobactéria,
classe Alphaproteobactéria, ordem Hyphomicrobiales, familia Methylobacteriaceae, género
Methylobacterium (FEDERHEN et al., 2012).

As bacterias desse género estdo distribuidas nos mais diversos ambientes, possuem um
metabolismo aerobico, séo Gram-negativas, formam col6nias rosa a laranja avermelhadas, sendo
capaz de crescer em meio com formaldeido, formato, metanol e aminas metiladas (GREEN et al.,
2015).

Bactérias do género Methylobacterium possuem varias caracteristicas podendo fixar
nitrogénio, produzir fitohorménios, enzimas com pectinase e celulase, capaz de promover a
resisténcia sistémica na planta, e dependendo do hospedeiro ou pela presenca de outros
microrganismos podem apresentar-se como endofitos ou epifitas (DOURADO et al., 2010).

Esse género tem uma grande capacidade biotecnoldgica por ser capaz de formar simbiose
com espécies de plantas produtoras de biocombustivel como a Jatropha curcas L., essa simbiose
promove o0 aumento da tolerdncia ao baixo teor de nutrientes do solo além de suprir a necessidade
de nitrogénio a partir da simbiose nas folhas (MADHAIYAN et al., 2015).

As Methylobacterium sdo capazes de obter carbono tanto por meio da fotossintese da planta
hospedeira quanto da metiltrofia, em associacdo com a espécie Crotalaria podocarpo DC. pode

apresentar caracteristicas incomuns como armazenamento de amido nas células da zona de fixacdo
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e lise de tecidos nodulares apicais, onde ocorre a expressao de metiltrofia pelas bactérias de vida
livre (RENIER et al., 2011).

2.2.5 Nitrobacter

A classificacdo taxonbmica de bactérias pertencentes a esse género é Filo Proteobactéria,
classe Alphaproteobactéria, ordem Hyphomicrobiales, familia Bradyrhizobiaceae, género
Nitrobacter (FEDERHEN et al., 2012).

O género Nitrobacter sdo bactérias Gram negativa muito importantes no processo de FBN
(SPIECK et al., 2015), atuando na etapa de oxidagdo aerdbica da amdnia em nitrato via nitrito,
sendo conhecidas como bactérias oxidantes de nitrito (NOB) (MELLBYE et al., 2016;HAN et al.,
2018).

Um trabalho avaliou a respostas dos oxidantes de nitrito a diferentes tratamentos de
fertilizagdo quimica e organica em zonas agricolas em amostras de solo vermelho, por meio dos
dados obtidos acredita-se que o processo de oxidagdo do nitrito no solo vermelho é realizado por
Nitrospira e Nitrobacter-loke NOB (HAN et al., 2018).

O quorum sensing (QS) influencia na etapa de nitrificacdo, por meio de extingdo do QS da
bactéria Nitrobacter winogradskyi observou-se que o quorum sensing influencia tanto na producéo
quanto no consumo de gases de 6xido de nitrogénio que sdo tdxicos ao meio ambiente (MELLBYE
et al., 2016).

2.2.6 Rhizobium

A classificacdo tax6mica de bactérias pertencentes a esse género é: Filo: Proteobactéria,
classe: Alphaproteobactéria, ordem: Hyphomicrobiales, familia: Rhizobiaceae, género: Rhizobium
(FEDERHEN et al., 2012).

Esse género € constituido por bactérias Gram-negativas, capaz de tolerar alta concentracao
de sal, cresce em pH variando entre 3,5 a 9,0 e temperatura de 42 °C, também capaz de produzir
polissacarideos extracelulares e sintetizar melanina (KUCUK et al., 2006).

Em um trabalho realizado por Oliveira et al. (2018) onde avaliou a inoculacao liquida de

bactérias da espécie Rhizobium etli como potencial inoculantes de Phaseolus vulgaris (feijao
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comum), pode observar que esse método de aplicacdo possui mais vantagens visto o custo beneficio
e a facilidade de aplicacdo em comparacdo com outros méetodos tradicionais.

O R. tropici em 1991, foi a primeira espécie de rizobio a ser descrita por meio de analise da
sequéncia do gene 16s rRNA, devido algumas diferencas nas cepas de R. tropici foram divididos
em dois subgrupos sendo tipo A e B. Um estudo de analise de sequéncia multilocus e caracterizacdo
fenotipica e genotipica incluindo hibridizacdo do DNA-DNA prop6s uma reclassificacdo do R.
tropici tipo A como uma nova espécie chamada Rhizbium leucaenae sp. (RIBEIRO et al., 2012).

A espécie R. tropici como rizobactéria promotora de crescimento em plantas (RPCP) possui
capacidade de aliviar o estresse salino quando inoculado em cultivo de milho, mostrando ser uma
alternativa para combater esse tipo de estresse abidtico (FUKAMI et al., 2018).

A espécie Rhizobium legumimosarum bv. trifolli simbionte de Trifolium (Trevo) possuem
um segundo fator de nodulacdo o nodD2, suas fun¢des aumentam a competicéo e a simbiose efetiva
favorecendo seus hospedeiros perenes (FERGUNSON et al., 2020).

Em um estudo foi avaliado a variacdo da producdo de exopolossacarideo (EPS) por
Rhizobium tropici em diferentes condic¢des cultivos, concluindo que as variacbes ambientais e a
relacdo carbono/nitrogénio influenciam no crescimento celular e producdo de EPS (STAUDT et
al., 2012).

2.2.7 Sinorhizobium

A classificacdo taxon6mica de bactérias pertencentes a esse género € Filo Proteobactéria,
classe  Alphaproteobactéria, ordem Hyphomicrobiales, familia Rhizobiaceae, género:
Sinorhizobium (FEDERHEN et al., 2012).

O Sinorhizobium é um género de bactérias fixadoras de nitrogénio, € um microssimbionte
fixador de nitrogénio de uma grande variedade de hospedeiros (LOPEZ-BAENA et al., 2016) e de
varias espécies de Medicago (REEVE et al., 2010). Por apresentar uma grande capacidade de
adaptacdo simbidtica com importantes culturas como a soja e o feijdo estudos sobre essa
caracteristica & muito interessante (LOPEZ-BAENA et al., 2016).

O gene Rfgl da soja demosntrou ser responsavel por inibir o processo de nodulacdo de
varias cepas de Sinorhizobium fredii, resultados demonstrados através de testes por

complementacéo e nocautes genéticos utilizando CRISPR/Cas9 (FAN et al., 2017).
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O gene nifH de bactérias endofiticas do género Sinorhizobium de raizes de plantas de arroz
podem melhorar a biossintese de auxina da planta, aumentando significativamente a producéo de
auxina e também influencia na atividade da enzima nitrogenase afetando-a positivamente (DEFEZ
etal., 2017).

Um trabalho desenvolveu protocolos para Sinorhizobium meliloti como vetor para
transferéncia de DNA para E. coli, S. cerevisiae e Phaeodactylum tricornutum, os resultados
demonstraram que sua utilizagdo como vetor serd de grande importancia para pesquisas e
aplicagdes biotecnolégicas (BRUMWELL et al., 2019).

A espécie Sinorhizobium sp SAR1 obtida de Seshania sesban demonstrou resisténcia ao
cromo (Cr) além de capacidade de reduzir para formas menos tdxicas, em um estudo sobre
biorremediagédo do cromo.

A proteina bacteriana BacA é essencial para estabelecer a simbiose do Sinorhizobium
meliloti com a leguminosa Medicago truncatula, pois garante protecdo contra peptideos
antimicrobianos ricos em cisteinas especificos de nddulos (NCR AMPs) produzidas pela
leguminosa (HAAG et al., 2011).

2.3. Metagendmica

As andlises metagendmicas sdo realizadas para analisar uma grande comunidade
microbiana diretamente do ambiente sem a necessidade de cultivar ou isolar o microrganismo. A
metagenémica permite identificar e caracterizar espécies presentes na microbiota gerando
informacBes como atividade metabolica e fungdes funcionais (GHOSH et al., 2019).

Os sequenciadores da plataforma Illumina sdo amplamente utilizados pela capacidade de
leitura simultanea de centenas de milhdes de sequéncias por meio de quimica de terminador
reversivel de corante fluorescente. Certos procedimentos tém grande impacto na qualidade do
sequenciamento tais como qualidade da biblioteca de sequenciamento, 0 manuseio da amostra, as
configurac6es do instrumento e a quimica do sequenciamento (KIRCHER et al., 2011).

A analise metagenémica WGS (Whole Genome Shotgun) € utilizado quando é necessario
sequenciar o material genético total de uma amostra complexa, dessa maneira permitindo um
melhor conhecimento da diversidade e abundancia das espécies, rotas metabdlicas e reconstrucéo
de sequéncias do genoma (GHOSH et al., 2019).
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O sequenciamento 16S é uma técnica de sequenciamento da regido do gene 16S rRNA
bacteriano permitindo fazer analises taxonémicas de uma comunidade podendo ser usado também
para analise de diversidade microbiana. Um problema dessa técnica a possibilidade de dois
organismos diferentes serem identificados como sendo 0 mesmo se tiverem a mesma sequéncia do
gene 16S rRNA (GHOSH et al., 2019).

2.4. Bioinformatica

A Bioinformatica é uma area multidisciplinar, na qual utiliza-se de computadores para
armazenar, analisar e interpretar muitos dados biologicos por meio de véarias ferramentas que
podem ser aplicadas, como anotacdo do genoma, analise de expressdo génica, gendmica
comparativa, predicdo de proteinas, analise de sequéncia (importante para descobrir evolugcdes
genéticas de varios organismos) (GUPTA et al., 2017).

O surgimento da Bioinformatica teve inicio com o sequenciamento do DNA apds a
descoberta da estrutura do DNA por Watson e Crick em 1953 e diversos trabalhos sobre a estrutura
proteica na década de 1960 (GAUTHIER et al., 2019). Margaret O. Dayhoff pioneira no campo da
bioinformatica contribuiu no desenvolvimento de computadores capazes de identificar sequéncias
peptidicas e softwares além de outros métodos computacionais sendo uma das mais importantes
pesquisadoras da bioinformatica (GAUTHIER et al., 2019).

O MG-Rast é um sistema de analise de dados de sequéncia de metagenoma publico, o
usuario pode fazer o depdsito de seus dados de sequéncias no formato fasta, essas sequéncias sao
normalizadas e analisadas gerando resumos automaticamente (MEYER et. al, 2008). O servidor
oferece vérias ferramentas para analisar diferentes tipos de dados, como construcéo filogenética e
metabolica e a capacidade de comparar o metabolismo e as anota¢cdes de um ou mais metagenomas
e genomas (MEYER 2008). Para utilizar os servicos disponiveis no MG-Rast é necessario ter
acesso do usuario, uma forma de garantir a privacidade dos dados permitindo ter controle sobre o
compartilhamento dos dados entre os varios usuarios do MG-Rast (MEYER at. al, 2008).

O Refseq € um dos bancos de dados bioldgicos que possui dados publicos curados de
anotacdo genbmica, transcritos e sequéncias de proteinas. Os dados séo retirados da Colaboragéo

Internacional de Dados de Sequéncia de Nucleotideos (INSDC) e passam por uma analise
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comparativa de todos os genomas em um clado, combinagdo de computacédo, curadoria manual e
producdo de padrdo de sequéncias de referéncia estaveis e ndo redundantes sendo um rigoroso
processo de controle de qualidade, sendo descartados aqueles genomas que ndo possuem os padrdes
necessarios. Os dados encontrados no Refseq aumentam a medida que novas publicacdes, recursos
funcionais e nomenclatura informativa s&o adicionados (BRISTER at al., 2015) (TATUSOVA at
al., 2016).

O Kegg é um recurso de banco de dados integrados com 18 bancos de dados sobre
informacdes de sistemas, gendmicas, quimicas e de saide. No Kegg Orthology (KO) ficam
armazenadas as informacgdes das fungdes moleculares de genes e proteinas associadas a grupos
ortélogos. Também possui a ferramenta de mapeamento Kegg que gera um conjunto de dados
moleculares, por meio de reconstrucao de sistemas de redes moleculares com base em ortologos
funcionais. Os mapas sdo gerados por meio de redes do banco de dados do Kegg Orthology
(KANEHISA et al., 2016; KANEHISA et al., 2021).

O Kegg Mapper utiliza-se de um conjunto de ferramentas para mapeamento metabdlico
KEGG, BRITE e MODULE. Possui cinco ferramentas no total, sendo trés para mapeamento de
varias operagdes simultaneas, “Reconstruct Pathway”, “Search Pathway” e “Seach&Color
Pathway” as outras duas ferramentas “Color Pathyway” e “Join Brite” sdo para mapear um unico

caminho ou um unico arquivo de hierarquia (KANEHISA at al., 2020).

2.5. Manejos de solo

A Mata Nativa caracteriza-se por ser uma floresta virgem que nunca sofreu interferéncia ou
exploracdo humana, apresentando uma grande diversidade biolégica no seu ecossistema. A
floreseta estacional semidecidual tipica dos biomas de Mata Atlantica e Cerrado sofrem influéncia
de periodos climaticos secos e chuvosos (WHITE et al., 1994).

O manejo de Pastagem Continua ou Pastejo Continuo caracteriza-se pela permanéncia dos
animais em uma determinada area durante o ano inteiro. Normalmente esse tipo de manejo €
utilizado quando a pastagem € nativa (VIEIRA et al., 1997). JA o manejo de Plantio Direto
caracteriza-se pelo plantio sem a realiza¢do das etapas tradicionais de aracéo e gradagem do solo,
onde é necessario que o solo esteja coberto por vegetacdo em desenvolvimento e residuos vegetais
(CRUZ et al., 2007).
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O sistema Integracdo Lavoura Pecudria caracteriza-se por um sistema de produ¢do no qual
h& a integracdo de culturas anuais e pecuaria em um mesmo local de forma de consorcio, sucessao
ou rotacdo tendo como objetivo maximizar a combinacdo ente a pecuéria e a lavoura (BENDAHAN
etal., 2017).

O Plantio Convencional caracteriza-se pela combinacdo da aracéo e gradagens, sendo a
aracdo do solo a parte mais grosseira que tem como objetivo afrouxar o solo, sendo também
utilizada para implementacdo de correcdo, de fertilizantes, de residuos vegetais, ou para
descompactacdo superficial (CRUZ et al., 2007).

2.6. Inoculantes

Inoculantes sdo produtos compostos por microrganismos Vvivos, geralmente bactérias, que
favorecem o desenvolvimento de diferentes espécies de vegetais (SANTOS et al., 2019). As
bactérias diazotroficas sdo as que vem sendo utilizadas a mais tempo como inoculantes de diversas
plantas da familia Fabaceae (SANTOS et al., 2019).

Os inoculantes séo produtos que possuem uma grande quantidade de bactérias que possuem
especificidade e sdo muito benéficas para as lavouras. A sua aplicacdo resulta em aumento da
fixacdo biologica de nitrogénio e induz a reducdo da utilizagdo de fertilizantes quimicos
nitrogenados. No mercado pode-se encontrar inoculantes liquidos, géis e turfosos (HUNGRIA et
al., 2007).

Segundo a Associacdo Nacional do Produtores e Importadores de Inoculantes (ANPII), até
2017 eram comercializados anualmente cerca de 40 milhGes de doses de inoculantes no Brasil,
sendo 34 milhdes de doses para a cultura da soja e restante para outras culturas (FERREIRA et al.,
2017).

As bactérias do género Bradyrhizobium sdo utilizadas para producdo de inoculantes gue,
quando em associacdo simbidtica com as raizes das culturas de soja promovem a formacao de
nddulos, ocasionando na maior disponibilidade de nitrogénio para o desenvolvimento da planta
(HUNGRIA et al., 2007).

Uma nova técnica de inoculacdo que vem sendo usada nas culturas de soja e feijao e €
conhecida como coinoculacdo. Essa técnica consiste em adicionar mais de um microrganismo

benéfico para a cultura para maximizar a produtividade. Tem sido utilizado a combinacdo de
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Bradyrhizobium e Azospirillum brasiliense, que tem gerado um aumento médio da produtividade
da sojaem 16% (HUNGRIA et al., 2014).

A soja é uma das culturas que mais se destaca quando se trata da utilizacdo de inoculantes,
tendo como inoculo cepas de bactérias do género Bradyrhizobium (SANTOS et al., 2019). Os EUA,
Brasil e Argentina sdo os maiores produtores de soja no mundo, sendo Brasil e Argentina 0s
maiores destaques de sucesso quanto a utilizacdo de inoculantes no cultivo da soja (SANTOS et
al., 2019).

O feijdo comum é uma cultura muito importante e consumida em varios paises do mundo,
principalmente na América Latina e na Africa (SANTOS et al., 2019). Cepas do género Rhizobium
séo utilizadas como inoculantes nas culturas de feijao no Brasil, estudo realizados com cepas de R.
tropici mostraram altas taxas de FBN (SANTOS et al., 2019).

O feijdo-caupi é bastante cultivado no Norte e Nordeste do Brasil devido suas
caracteristicas de alta tolerancia as condi¢des climaticas dessas regides, tendo como limitante de
seu desenvolvimento o N, testes realizados em paises africanos com inoculo de cepas de
Bradyrhizobium do Brasil em condic¢es climaticas semelhantes as regides Norte e Nordeste,
tiveram resultados positivo aumentando a nodulacao e produtividade do feijdo-caupi (SANTOS et
al., 2019).
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3.0 OBJETIVO

Analisar se ocorrem alteracBes nas populagdes de bactérias do ciclo do nitrogénio nas
amostras de solo de Dourados sob diferentes manejos agricolas e mata nativa.

3.1 Objetivos especificos

Identificar taxonomicamente os géneros das bactérias do ciclo do nitrogénio em cada
amostra de solo;

Identificar taxonomicamente quando for possivel as espécies de bactérias do ciclo do
nitrogénio.

Analisar funcionalmente quais enzimas que participam do ciclo do nitrogénio estdo

presentes em cada amostra de solo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Amostragem dos solos e extragdo do DNA

As amostras de solo dos cinco manejos foram coletadas na Embrapa Agropecuéria Oeste
(CPAO) localizado no municipio de Dourados-MS (22°14 e 54°49° W), sendo estes caracterizados
como Mata Nativa - MN (22°28°2231”S 54°81°4571”W); Plantio Direto — PD (22°16°53.9”S
54°48°21.2”W); Integracdo Lavoura Pecuaria — Pl (22°16°’56.0”S 54°48°15.8”W); Plantio
Convencional — PC (22°16°53.0”S 54°48°24.7"W) e Pastagem Continua — PA (22°16°57.8”S
54°48°11.5”W). Todos os solos foram classificados desde a implantagdo como latossolo vermelho
distroférrico tipico, cuja textura € argilosa.

O solo de MN é identificado pela floresta estacional semidecidual tendo dois periodos
climaticos, sendo eles a chuva e a seca. O solo de PA € constituido de pastagem permanente com
Brachiaria decumbens, estabelecido em uma &rea de aproximadamente 10 ha. No solo &PD
existe um sistema de rotacao de culturas, onde durante o verdo € cultivado soja e aveia, trigo e nabo
durante o inverno. O solo de Pl possui pastagens relativas a area de pecudria e tem historico de
plantio de Brachiaria decumbens e ciclos de dois anos relativos a soja e aveia-preta. Ja no solo de
PC é cultivado regularmente com soja no verdo, e com aveia no outono/inverno.

A amostragem foi realizada com uma profundidade de 0 a 10 centimetros da superficie,
contendo 10 amostras simples para a obtencdo de uma amostra composta que fosse representante
de cada area amostrada.

As amostras de solo dos manejos foram armazenadas em sacos plasticos estéreis e mantidos
sob refrigeracdo adequada e transportadas para a Facility do Laboratério Multiusuario Centralizado
para Sequenciamento de DNA e Larga Escala e Analise de Expressdo Génica da UNESP de
Jaboticabal (LMSEQ) para realizar o0 sequenciamento genético.

A extracio do DNA foi realizada utilizando o DNA SPIN KIT (MOBIO
LABORATORIES), de acordo com as instrucdes do fabricante. Posteriormente a quantidade e
qualidade do DNA foram determinadas por meio de espectrofotometria UV-Vis NanoDrop e
fluorometria Qubit.

A Relacdo 260/280 foi analisado no Nanodrop, apresentando 0s seguintes resultados:
Amostra 1 - 126,10 ng/uL 1,90 (260/280), Amostra 2 - 103,90 ng/uL 1,80 (260/280), Amostra 3 -
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100,50 ng/uL 1,73 (260/280), Amostra 4 - 51,0 ng/uL 1,84 (260/280), Amostra 5 - 28,5 ng/uL 1,95
(260/280).

4.2. Sequenciamento do DNA e Processamento das Sequéncias

O sequenciamento do DNA foi realizado através da tecnologia Illumina, utilizando o
sequenciador HiSeq 2500. A qualidade do sequenciamento foi aferida utilizando o programa
FastQC. Posteriormente foi feita uma filtragem das sequéncias menores do que 50 nucleotideos ou
de baixa qualidade, ou seja, com qualidade phred inferior a 20, através do programa Printseq-lite
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011). A montagem das sequéncias (assembly) foi realizada através
do programa IDBA-UD (PENG et al., 2012). A identificacdo de possiveis regides codificantes,
também conhecida como ORFs (open reads frames), foi realizada através do programa
FragGeneScan (RHO; TANG,; YE, 2010).

4.3. Analises de Bioinformatica

As andlises de bioinformatica foram realizadas na plataforma MG-Rast onde foi criado um
login de acesso, em seguida as orfs dos quatro manejos agricolas e da mata nativa foram
disponibilizadas pelo Professor Rodrigo Matheus Pereira por meio de seu login de acesso na
plataforma. Com as orfs disponiveis foram feitas as compara¢des dos manejos agricolas e mata
nativa contra os bancos de dados Refseq (MEYER at. al, 2008).

Com os resultados brutos gerados na comparagdo com banco de dados Refseq na plataforma
do MG-Rast foram ajustadas a visualizacdo dos dados para analise de abundancia no formato
tabelado a nivel de género e entdo anotados em uma tabela no Excel, depois a nivel de espécie e
anotados em uma outra tabela no Excel. Por meio de uma fun¢do no MG-Rast os dados brutos
passaram por um ajuste estatistico de normalizacdo e em seguida foram anotados em uma tabela
no Excel (MEYER at. al, 2008). No Excel com a tabela dos dados brutos foi feito dois graficos de
radar a nivel de género um com uma relacdo sequéncias brutas/amostras de solo e outro de
sequéncias brutas/géneros, e um grafico a nivel de espécie com uma relacdo sequéncias
brutas/amostras de solo. No Excel com a tabela dos resultados normalizados foi feito um grafico

de barras com a relacéo total de sequéncias normalizadas/amostras de solo.
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Com os resultados obtidos no MG-Rast também foram realizadas analises estatisticas no
programa STAMP. As analises foram feitas par a par entre duas amostras pelo teste estatistico G-
test (w/Yates’) + Fisher’s com probabilidade de 95% (PARKS et. al, 2014).

Com os resultados gerados pelo banco de dados Refseq foram feitas as analises funcionais
no MG-Rast na aba pluings na ferramenta KEGGmap, no qual faz uma comparagdo com o banco
de dados KO (KEGG ORTHOLOGY) por meio da ferramenta Kegg Mapper gerando um mapa
metabdlico com vérias op¢des de ciclo metabdlico, em seguida na opgdo “maps with hits” foi
selecionado o ciclo do nitrogénio gerando um mapa metabdlico com o EC (codigo da enzima)

referente a enzima que apresentou atividade na amostra.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Abundancia

Foram geradas pelo sequenciamento um total de 460236 ORFs das amostras de solo e mata
nativa, na comparagdo com o banco de dados Refseq retornaram um total de 43561 sequéncias de
DNA referente a bactérias envolvidas no ciclo do nitrogénio distribuidas nas amostras de solo e
mata nativa.

Tabela 1. Sequéncias brutas gerados no MG-Rast pelo banco de dados Refseq com a quantidade
de sequéncias de cada um dos sete géneros de bactérias do ciclo do nitrogénio em cada amostra

de solo.
) Integracéo ]
Mata Pastagem Plantio Plantio
Género ) ) Lavoura )
Nativa Continua Direto . Convencional
Pecuaria

Azorhizobium 189 625 220 628 421
Bradyrhizobium 1636 5878 1465 5167 3222
Mesorhizobium 296 1016 329 874 539
Methylobacterium 899 3000 724 2563 1430
Nitrobacter 679 2213 598 2000 391
Rhizobium 345 1209 324 949 653
Sinorhizobium 400 1022 295 811 551

A tabela 1 mostra a quantidade de sequéncias geradas pela comparacdo dos dados das
sequéncias das amostras de solo contra o banco de dados do Refseq, dessa comparacdo foram
geradas 43561 sequéncias de DNA dos géneros de bactérias do ciclo do nitrogénio presentes nas
amostras de solo. O género Bradyrhizobium foi 0 que mais retornou nimeros de sequéncias com
um total de 17368, o género Methylobacterium retornou um total de 8616 sequéncias, 0 género
Nitrobacter retornou um total de 5881 sequéncias, 0 género Rhizobium retornou um total de 3480
sequéncias, 0s géneros Sinorhizobium e Mesorhizobium retornaram quantidades muito proximas
de sequéncias 3079 e 3054 e o género Azorhizobium retornou a menor quantidade de sequéncias

sendo 2083 no total. Ja 0 nimero de sequéncias em cada manejo de solo e mata nativa, 0 manejo
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pastagem continua retornou a maior quantidade de sequéncias 14963 no total, 0 manejo integracao
lavoura pecudria retornou um total de 12992 de sequéncias, 0 manejo plantio convencional retornou
um total de 7207 de sequéncias, mata nativa retornou um total de 4444 de sequéncias e 0 manejo

plantio direto retornou um total de 3955 de sequéncias.

Figura 2. Gréfico de radar da relacdo sequéncias brutas por amostras de solo dos sete géneros de
bactérias do ciclo do nitrogénio.

Total de Sequéncias Brutas/Amostra de Solo
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A figura 1 mostra o gréafico de radar das sequéncias brutas por amostra de solo tendo uma
observacdo bidimensional das amostras de solo, pode-se observar que as pontas do radar de cada
género tendem para 0S manejos pastagem continua, integracdo lavoura pecuédria e plantio
convencional exceto pelo género Nitrobacter onde uma das pontas tende mais para a amostra de

mata nativa do que o manejo plantio convencional.
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Figura 3. Gréfico de radar da relagdo sequéncias brutas por géneros de bactérias do ciclo do
nitrogénio nas amostras de solo.
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A figura 2 mostra o grafico de radar das sequéncias brutas por género de bactérias tendo
uma visao bidimensional das sequéncias dos géneros de bactérias do ciclo do nitrogénio, observa-
se que as pontas do radar das amostras de solo tendem para o género Bradyrhizobium, e uma
pequena tendéncia das pontas das amostras pastagem continua e integracdo lavoura pecuaria para
0 género Methylobacterium.

Na figura 3 os dados dos resultados brutos foram normalizados para evitar que os dados
sejam tendenciosos para as variaveis de maior valor, colocando as variaveis em uma escala de 0 a
1, a maneira como foi disposto os dados na normalizacdo é para poder fazer uma comparagédo

precisa dos dados das sequéncias entre os diferentes tipos de manejos.
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Figura 4. Gréfico de barras dos resultados com os valores das sequéncias normalizadas dos
géneros de bactérias do ciclo do nitrogénio encontrada em cada manejo de solo e mata nativa.
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Com os resultados normalizados das sequéncias de bactérias, 0 género que apresentou
maior proporcdo de sequéncias entre todas as amostras de solo foi o género Mesorhizobium,
exibindo proporgdes maiores que os demais géneros (Figura 3).

O género Bradyrhizobium mostra proporcdes de sequéncias semelhantes aos géneros
Rhizobium e Sinorhizobium, sendo menores apenas do que o Mesorhizobium. Os géneros
Methylobacterium e Nitrobacter apresentam as menores proporcdes, o género Azorhizobium
apresenta proporcdes maiores que os géneros Methylobacterium e Nitrobacter e menor quando

comparado com o género Sinorhizobium.
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Tabela 2. Resultados da quantidade de sequéncias brutas de espécies de bactérias dos sete
géneros analisados do ciclo do nitrogénio.
Integragéo

.~ Mata Pastagem  Plantio Plantio
Especie nativa continua direto Iavogr_a convencional
pecuaria
Azorhizobium caulinodans 189 625 220 628 421
Bradyrhizobium japonicum 870 3082 685 2531 1570
Bradyrhizobium sp. BTAIl 566 1878 526 1723 1103
Bradyrhizobium sp. ORS278 250 918 254 913 549
Mesorhizobium loti 220 746 246 647 400
Mesorhizobium
opportunistum 76 270 83 227 139
Methylobacterium
chloromethanicum 39 93 31 68 38
Methylobacterium
extorquens 125 351 103 334 181
Methylobacterium nodulans 229 781 200 680 382
Methylobacterium populi 51 142 41 127 80
Methylobacterium
radiotolerans 114 390 92 266 181
Methylobacterium sp. 4-46 341 1243 257 1088 568
Nitrobacter hamburgensis 351 1059 278 965 597
Nitrobacter sp. Nb-311A 163 588 138 476 326
Nitrobacter winogradskyi 165 566 182 559 336
Rhizobium etli 138 475 116 384 282
Rhizobium leguminosarum 207 734 208 565 371
Sinorhizobium fredii 127 305 72 249 141
Sinorhizobium medicae 73 245 76 205 129
Sinorhizobium meliloti 200 472 147 357 281

A tabela 2 mostra a quantidade de sequéncias de espécies de bactérias dos sete géneros
geradas pela comparacdo dos dados das sequéncias das amostras de solo contra o banco de dados
do Refseq. Foram encontradas um total de 20 espécies de bactérias do ciclo do nitrogénio, sendo
uma espécie do género Azorhizobium, trés espécies do género Bradyrhizobium, oito espécies do
género Methylobacterium, trés espécies do género Nitrobacter, duas espécies do género Rhizobium
e trés espécies do género Sinorhizobium. A espécies Bradyrhizobium japonicum retornou a maior
quantidade de sequéncias em todas as amostras de solo principalmente nos manejos de pastagem

continua e integracdo lavoura pecuaria.
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Figura 5. Gréfico de radar da relagdo sequéncias brutas por espécies de bactérias dos sete géneros
do ciclo do nitrogénio nas amostras de solo.
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A figura 4 mostra o grafico de radar das sequéncias brutas por espécies de bactérias tendo
uma visao bidimensional das sequéncias das espécies de bactérias do ciclo do nitrogénio, observa-
se que as pontas do radar das amostras de solo tendem para o género Bradyrhizobium japonicum e
Bradyrhizobium sp ORS278.

5.2. Analise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa STAMP, sendo as analises feitas par a
par a entre todos 0s manejos e mata nativa a nivel de espécie, com diferenca estatistica significativa
de 95% foi analisado o perfil de abundancia taxondmica. As espécies foram identificadas apds
comparacdo com o banco de dados Refseq na plataforma do MG-Rast, sendo as espécies
BTAI1,

opportunistum,

caulinodans,
ORS278,

chloromethanicum,

Azorhizobium Bradyrhizobium  japonicum, Bradyrhizobium sp.

Bradyrhizobium  sp Mesorhizobium  loti, Mesorhizobium

Methylobacterium Methylobacterium  extorquens, Methylobacterium
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nodulans, Methylobacterium populi, Methylobacterium radiotolerans, Methylobacterium sp. 4-46,
Nitrobacter hamburgensis, Nitrobacter sp Nb-311A, Nitrobacter winogradskyi, Rhizobium etli,
Rhizobium leguminosarum, Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium medicae e Sinorhizobium
meliloti.

As comparagdes entre a amostra de mata nativa e manejo pastagem continua apresentou
diferenca estatistica significativa entre as espécies sendo a Sinorhizobium meliloti com maior

ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenga estatistica significativa (Figura 6).

Figura 6. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie da amostra
de mata nativa em relacdo ao manejo pastagem continua. Azul escuro: Mata Nativa; Azul claro:
Pastagem continua.
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O resultado das comparacdes entre amostra de mata nativa e plantio direto evidenciou
diferenca estatistica significativa das espécies sendo o Bradyrhizobium japonicum com maior

ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca estatistica significativa (Figura 7).

Figura 7. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie da amostra
mata nativa em relagcdo ao manejo plantio direto. Azul escuro: Mata Nativa; Azul claro: Plantio
direto.
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A figura 8 mostra o resultado das comparacdes entre amostra de mata nativa e manejo
integracdo lavoura pecuaria, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo o
Bradyrhizobium sp. ORS278 com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca
estatistica significativa.
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Figura 8. Abundéancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie da amostra
mata nativa em relacdo ao manejo integracdo lavoura pecuaria. Azul escuro: Mata nativa; Azul

claro: Integracdo lavoura pecuaria.
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A amostra de mata nativa quando comparada com manejo plantio convencional apresentou
resultados significativos estatisticamente entre as espéecies sendo o Bradyrhizobium sp. ORS278

com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca estatistica significativa (Figura 9).

Figura 9. Abundéancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie da amostra
mata nativa em relacdo ao manejo plantio convencional. Azul escuro: Mata nativa; Azul claro:
Plantio convencional.
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Na figura 10 mostra o resultado das comparacfes entre 0s manejos pastagem continua e
manejo plantio direto, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo o Bradyrhizobium
japonicum com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca estatistica significativa.

Figura 10. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
pastagem continua em relacdo ao manejo plantio direto. Azul escuro: Pastagem continua; Azul

claro: Plantio direto.
95% confidence intervals
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Na figura 11 mostra o resultado das comparac@es entre 0s manejos pastagem continua e
manejo integracdo lavoura pecuaria, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo o
Bradyrhizobium japonicum com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenga

estatistica significativa.

Figura 11. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
pastagem continua em relagcdo ao manejo integracdo lavoura pecuéria. Azul escuro: Pastagem
continua; Azul claro: Integracéo lavoura pecuéria.
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Na figura 12 mostra o resultado das comparacfes entre 0s manejos pastagem continua e
manejo plantio convencional, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo o

Bradyrhizobium japonicum com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca
estatistica significativa.

Figura 12. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
pastagem continua em relacdo ao manejo plantio convencional. Azul escuro: Pastagem continua;

Azul claro: Plantio convencional.
95% confidence intervals
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Na figura 13 mostra o resultado das comparacgdes entre os manejos plantio direto e manejo
integracdo lavoura pecuaria, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo o

Bradyrhizobium japonicum com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca
estatistica significativa.
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Figura 13. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
plantio direto em relagdo ao manejo integracdo lavoura pecuéria. Azul escuro: Plantio direto;
Azul claro: Integracdo lavoura pecuaria.
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Na figura 14 mostra o resultado das comparagdes entre os manejos plantio direto e manejo

plantio convencional, a Unica espécie que apresentou diferenca estatistica significativa foi o
Bradyrhizobium japonicum.

Figura 14. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
plantio direto em relacdo ao manejo plantio convencional. Azul escuro: Plantio direto; Azul
claro: Plantio convencional.
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Na figura 15 mostra o resultado das comparacdes entre 0s manejos integracdo lavoura
pecuaria e manejo plantio convencional, com diferenca estatistica significativa das espécies sendo
0 Methylobacterium sp. 4-46.com maior ocorréncia em ambas as amostras e maior diferenca

estatistica significativa.

Figura 15. Abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio a nivel de espécie do manejo
integracdo lavoura pecuaria em relacdo ao manejo plantio convencional. Azul escuro: Integracdo
lavoura pecuaria; Azul claro: Plantio convencional.
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5.3 Analise Funcional

O Kegg Mapper, ferramenta presente no MG RAST para mapeamento metabélico, foi
utilizado para o mapeamento da atividade enzimética do ciclo do nitrogénio de bactérias dos
géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium, Methylobacterium Nitrobacter, Rhizobium e
Sinorhizobium nos quatro sistemas de manejos de solo e mata nativa. Dos dados analisados
retornaram 0s mapas metabllicos para 0s géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Methylobacterium e Nitrobacter. Para identificacdo do EC (cddigo da enzima) foi utilizado a
plataforma BRENDA Enzyme Database, é um banco de dados enziméatico com informacGes
funcionais das enzimas que possuem o EC correspondente.

Na tabela 3 entdo presentes o EC (codigo da enzima) referente a enzimas identificas nos

quatro manejos agricolas e mata nativa dos géneros que retornaram resultados.



Tabela 3. Codigo de enzimas identificadas pelo Kegg Mapper.
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(Continua)
Géneros Mata Pastagem Plantio Integracéo Plantio
Nativa Continua Direto Lavoura Convencional
pecuéria
Azorhizobium 1.7.99.4 1.4.1.2, 1.7.7.1, 1.7.99.4, 1.4.1.2,
2.1.2.10 6.3.1.5 6.3.1.5, 1.4.1.13,
4.2.1.1 1.4.1.14,
421.1,6.315
Bradyrhizobium 1.4.1.13, 14.1.2, 1.4.1.2, 3.5.1.49, 14.12,14.1.3,
1.4.1.14, 1.4.1.3, 1.4.1.13, 11.3.11.32, 1.4.1.13,
3.5.12 1.4.1.13, 1.4.1.14, 1.7.7.1, 1.4.1.14,
1.4.1.14, 6.3.1.2, 1.7.99.4, 6.3.5.4,6.3.1.2,
6.3.5.4, 3.5.1.49, 4.2.1.1, 4.4.1.8,
6.3.1.2, 11.3.11.32, 2.1.2.10, 3.5.1.49,
4.4.1.8, 1.7.7.1, 1.4.99.1, 11.3.11.32,
2.1.2.10, 1.7.99.4 14.1.2, 1.7.7.1,
3.5.1.49, 14.1.3, 1.7.99.4,
11.3.11.32, 1.4.1.13, 1.7.14
1.7.7.1, 1.4.1.14,
1.7.99.4 6.3.1.2,
6.3.5.4
Methylobacterium 6.3.1.2, 1.7.7.1, 14.1.2, 3.5.1.49, 3.5.1.49,
1.4.1.13, 3.5.1.49, 2.1.2.10 4.3.1.3, 6.3.1.2,6.3.5.4,
1.4.1.14, 11.3.11.32, 14.1.2, 1412
1.4.99.1, 4.3.1.3, 14.1.3,
1.7.99.4, 6.3.1.2, 4.3.1.1,
11.3.11.32 14.1.2, 6.3.5.4

3551
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Tabela 4. Codigo de enzima identificadas pelo Keep Mapper.
(Conclusao)

Género Mata Pastagem Plantio Integragéo Plantio
Nativa Continua Direto Lavoura Convencional
Pecuéria
Nitrobacter 6.3.1.2 1.4.1.13,1.4.1.14, 1.4.1.13, 1.7.1.1, 1.7.11,1.4.1.3,
1.4.1.3,4.4.1.8, 1.4.1.14, 1.7.99.4, 1.4.99.1,6.3.1.5
1.4.99.1, 6.3.1.5, 2.1.2.10, 6.3.1.5,
1.7.1.1 6.3.1.5 2.1.2.10

O EC4.2.1.1representa a enzima Anidrase Carbdnica responsavel por catalisar a conversao
de dioxido de carbono e agua em acido carbonico e também realizar a catalise no sentido contrario
da reacgéo, essa enzima apresentou atividade somente no manejo Integracdo Lavoura Pecuaria.

O EC 2.1.2.10 representa a enzima Aminomethyltransferase que apresentou atividade no
manejo Pastagem Continua e Integracdo Lavoura Pecuaria, essa enzima € um componente do
sistema de clivagem da glicina, antigamente era conhecida como glicina sintase.

O EC 1.4.99.1 representava a enzima D-aminoacido desidrogenase, no entanto passou a ser
listada com o EC 1.4.99.6 representando a enzima D-arginina desidrogenase, apresentou atividade
enzimatica no manejo Integracdo Lavoura Pecuaria, essa enzima possui um fator FAD nao
covalente e uma extensa gama de substratos atuando na maioria dos D-aminoécidos, com excecao
do D-glutamato e D-aspartato, atividade maxima com D-arginina e D-lisina ndo sendo ativo na
glicina.

O EC 6.3.1.2 representa a enzima Glutamina sintetase apresentou atividade nos manejos
Mata Nativa, Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio
Convencional, catalisa a incorporacdo de amdnio no glutamato sendo uma enzima chave do
metabolismo do nitrogénio presente em todos os dominios da vida.

O EC 3.5.1.2 representa a enzima Glutaminase que apresentou atividade enzimatica no
manejo Mata Nativa, € uma amidohidrolase capaz de gerar glutamato a partir de glutamina, possui

isoenzimas especificas de tecido tendo uma funcéo importante nas células gliais.
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O EC 1.4.1.13 representa a enzima Glutamato sintase dependente de NADPH, apresentou
atividade nos cinco manejos Mata Nativa, Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura
Pecuéria e Plantio Convencional, essa enzima faz parte de processo de catalisagdo de aménia para
a formac&o de glutamato a partir de glutamina e 2-oxoglutarato.

O EC 1.4.1.14 representa a enzima Glutamato sintase dependente de NADH, apresentou
atividade nos quatro manejos Mata Nativa, Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura
Pecuaria e Plantio Convencional, essa enzima faz parte de processo de catalisacdo de amonia para
a formag&o de glutamato a partir de glutamina e 2-oxoglutarato.

O EC 6.3.5.4 representa a enzima Asparagina sintase e apresentou atividade enzimatica nos
manejos Pastagem Continua, Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio Convencional, esta enzima é
responsavel por catalisar reagdes quimicas diferentes sendo a hidrolise de glutamina para produzir
amonia, media a sintese de um intermediario beta-aspartil-AMP e a reacdo subsequente com
amonia e a amonia liberada ¢ catalisada para outro sitio ativo para produzir asparagina.

O EC 1.4.1.2 representa as enzimas Glutamato desidrogenase que apresentou atividade
enzimatica nos manejos Pastagem Continua, Integracdo Lavoura Pecuéria, Plantio Direto e Plantio
Convencional, essas enzimas realizam a catalise reversivel dependente de NAD ou NADP de
glutamato em alpha-cetoglutarato, estando envolvidas com a assimilagdo da aménia ou com o
catabolismo do glutamato.

O EC 1.4.1.3 assim como o numero 1.4.1.2 representa o grupo de enzimas Glutamato
desidrogenase, apresentou atividade enzimatica nos manejos Pastagem Continua, Integracao
Lavoura Pecuaria e Plantio convencional, essas enzimas realizam a catalise reversivel dependente
de NAD ou NADP de glutamato em alpha-cetoglutarato, estando envolvidas com a assimilacdo da
amdnia ou com o catabolismo do glutamato.

O EC 4.4.1.8 representa a enzima Cistationina beta-liase, apresentou atividade nos manejos
Pastagem Continua e Plantio Convencional, essa enzima é responsavel por catalisar cistationina
em homocisteina, piruvato e amonia na segunda fase da biossintese de metionina a partir de cisteina
em bactérias.

O EC 3.5.5.1 representa a enzima Nitrilase apresentou atividade enzimatica no manejo
Pastagem continua, atua em uma ampla variedade de nitrilas aromaticas, algumas nitrilas alifaticas

e amidas 4cidas correspondentes.
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O EC 6.3.1.5 representa a enzima NAD™ synthase que apresentou atividade nos manejos
Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio Convencional. Essa enzima forma ligacdes
carbono-nitrogénio, responsavel por catalisar substratos contendo ATP, deamino-NAD* e NHs
(amdnia) em trés produtos AMP (monofosfato de adenosina), disfofato e NAD".

O EC 3.5.1.49 representa a enzima Formamidase, apresentou atividade em todos o0s
manejos, essa enzima é responsavel por catalisar formamida e agua em formato e amonia.

O EC 1.13.11.32 representa a enzima 2-nitropropano dioxigenase, apresentou atividade em
todos 0s manejos, essa enzima é responsavel por catalisar 2-nitropropano em acetona e nitrito.

O EC 1.7.99.4 representa a enzima Nitrato redutase, apresentou atividade enziméticas nos
manejos Pastagem Continua, Plantio Direto e Integracdo Lavoura Pecuaria, essa enzima é
responsavel pela reducdo de benzil viologen e outros corantes ocasionando na reducgéo do nitrato.

O EC 1.7.1.4 representa a enzima Nitrito redutase [NAD(P)H], apresentou atividade no
manejo Plantio Convencional, essa enzima € responsavel por catalisar a reducdo de nitrito em
amonio na segunda parte da assimilacdo do nitrito, o NiR fungico e bacteriano séo proteinas
homodimeéricas que usam formamidase NAD(P)H como doador de elétrons.

O EC 4.3.1.1 representa a enzima Aspartato amonia-liase apresentou atividade no manejo
Integracdo lavoura pecudria, participa do metabolismo de alanina, aspartato e glutamato.

O EC 1.7.1.1 representa a enzima Nitrato redutase, apresentou atividade nos manejos
Pastagem Continua, Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio Convencional, essa enzima é
responsavel por catalisar a reducéo do nitrato em nitrito.

O EC 1.7.7.1 representa a enzima Ferredoxina-nitrito redutase, apresentou atividade nos
manejos Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio Convencional,
essa enzima € responsavel por catalisar a reducdo de nitrito em aménio na segunda parte da
assimilacdo do nitrito, sendo uma forma cloroplastica vegetal superior de NiR é uma proteina
monomérica que utiliza ferredoxina reduzida como doador de elétron.

A Figura 16 mostra a atividade enzimatica de bactérias do género Azorhizobium, o cddigo
da enzima (EC) correspondente a enzima que manifestou atividade enzimatica e a cor representa o
solo no qual ocorreu a atividade da enzima. A enzima NAD" synthase (EC: 6.3.1.5) foi a que
ocorreu em uma maior variedade de manejos apresentando atividade enzimatica em trés dos quatro

manejos e mata nativa, sendo eles o Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio
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Convencional. Conforme a Figura 15, sua atuagdo é no ciclo das amidinas derivados da amdnia, na
etapa de reducdo do ciclo do nitrogénio. O manejo plantio convencional apresentou maior nimero
de enzimas em atividade desse género sendo as enzimas Glutamato sintase dependente de NADPH,
Glutamato sintase dependente de NADH, Glutamato desidrogenase e NAD* synthase.
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Figura 16. Mapa metabolico do ciclo do nitrogénio gerado pelo Kegg Mapper. Atividades
enzimatica de bactérias do género Azorhizobium.
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Figura 17. Mapa metabolico do ciclo do nitrogénio gerado pelo Kegg Mapper. Atividade

enzimatica de bactérias do género Bradyrhizobium.
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Azul: mata nativa, vernelho: pastagem continua, laranja: plantio direto, verde: integracédo lavoura
pecuaria, roxo: plantio convencional.

A Figura 18 mostra a atividade enzimatica de bactérias do género Methylobacterium, o

cddigo da enzima (EC) correspondente a enzima que manifestou atividade e a cor represente o solo

no qual ocorreu a atividade da enzima. A enzima a Glutamina sintetase (EC 6.3.1.2) foi a que

apresentou atividade em quatro dos cinco manejos sendo eles Mata Nativa, Pastagem Continua,

Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio Convencional. Essa enzima atua catalisando a incorporacgéo

de amdnio no glutamato. O manejo pastagem continua e integracdo lavoura pecuéria apresentaram

maior niUmero de enzimas em atividade desse género.
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Figura 18. Mapa metabolico do ciclo do nitrogénio gerado pelo Kegg Mapper. Atividade
enzimatica de bactérias do género Methylobacterium
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. Azul: mata nativa, vernelho: pastagem continua, laranja: plantio direto, verde: integracédo
lavoura pecuaria, roxo: plantio convencional.

A Figura 19 mostra a atividade enzimatica de bactérias do género Nitrobacter, o cddigo da
enzima (EC) correspondente a enzima que manifestou atividade e a cor represente o solo no qual
ocorreu a atividade da enzima. A enzima NAD" synthase (EC: 6.3.1.5) foi a que ocorreu em uma
maior variedade de manejos apresentando atividade enzimatica em quatro dos guatro manejos,
sendo eles o Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio
Convencional. Conforme a figura 18, sua atuacdo é no ciclo das amidinas derivados da aménia, na
etapa de reducéo do ciclo do nitrogénio. O manejo pastagem continua apresentou maior nimero de
enzimas em atividade desse género sendo as enzimas Nitrato redutase, Glutamato sintase
dependente de NADPH, Glutamato sintase dependente de NADH, Cistationina beta-liase,

Glutamato desidrogenase, D-arginina desidrogenase e NAD™ synthase.
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Figura 19. Mapa metabdlico do ciclo do nitrogénio gerado pelo Kegg Mapper Atividade
enzimatica bactérias do género Nitrobacter.
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Azul: mata nativa, vermelho: pastagem continua, laranja: plantio direto, verde: integracdo lavoura
pecuaria, roxo: plantio convencional.

Comparando a quantidade de enzimas entre os trés mapas metabdlicos, o género

Bradyrhizobium foi o que apresentou o maior niumero de enzimas em atividade entre eles.

Possivelmente um motivo gque explicaria essa observacdo seria a profundidade da coleta da amostra

que foi de 0 a 10 centimetros, pois o local da simbiose da maioria do microssimbiontes ocorre nos

nodulos das raizes (FABIO et al., 2018) que possuem profundidas maiores. O género

Bradyrhizobium possui caracteristicas de fixar nitrogénio em sua forma gasosa (WOLIY et al.,

2019) podendo ocorrer atividade enzimatica mesmo em profundidades mais rasas. Possivelmente

poderia explicar também o motivo de ndo ter sido constatado a atividade enzimatica da enzima

nitrogenaee, pois essa enzima é sensivel ao contato com o oxigénio (CASSETARI; SILVA;
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CARDOSO, 2016), uma outra possivel explicacdo seria a inibicdo da expressdo do gene nif
(responsavel pela sintese da nitrogenase) pela presenca de nitraro, amdnia e nitrogénio na forma
de aminoécidos (FABIO et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Foi possivel verificar que houve diferengas estatisticamente significativas entre as
populacdes de bactérias pertencentes ao ciclo do nitrogénio nas amostras de solo de Dourados sob
diferentes manejos de solo e mata nativa.

Os géneros identificados taxonomicamente pertencentes ao ciclo do nitrogénio nas
amostras de manejo de solo e mata nativa foram o0s géneros Azorhizobium, Bradyrhizobium,
Mesorhizobium, Methylobacterium, Nitrobacter, Rhizobium e Sinorhizobium.

Foi possivel identificar as espécies taxonomicamente pertencentes ao ciclo do nitrogénio
nas amostras de manejo de solo e mata nativa sendo elas: Azorhizobium caulinodans,
Bradyrhizobium japonicum, Bradyrhizobium sp. BTAil, Bradyrhizobium sp ORS278,
Mesorhizobium loti, Mesorhizobium opportunistum, Methylobacterium chloromethanicum,
Methylobacterium  extorquens, Methylobacterium nodulans, Methylobacterium populi,
Methylobacterium radiotolerans, Methylobacterium sp. 4-46, Nitrobacter hamburgensis,
Nitrobacter sp Nb-311A, Nitrobacter winogradskyi, Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum,
Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium medicae e Sinorhizobium meliloti.

Na analise funcional foram identificadas um total de 21 enzimas entre 0s géneros que
retornaram resultados nas amostras de manejo de solo e mata nativa sendo pertencentes aos géneros

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Methylobacterium e Nitrobacter.
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