UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
BIOTECNOLOGIA

Universidade Federal
da Grande Dourados

Maria Fernanda Zaneli Campanari

METAGENOMICA DA DEGRADACAO DA ATRAZINA EM SOLO SOB DIFERENTES
MANEJOS AGRICOLAS E FLORESTA SEMIDECIDUAL

DOURADOS-MS
2017






UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS
BIOTECNOLOGIA

Universidade Federal
da Grande Dourados

Maria Fernanda Zaneli Campanari

METAGENOMICA DA DEGRADACAO DA ATRAZINA EM SOLO SOB DIFERENTES
MANEJOS AGRICOLAS E FLORESTA SEMIDECIDUAL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
como parte dos requisitos para obtencéo do
titulo de Bacharel em Biotecnologia, no
Curso de Graduagdo em Biotecnologia da
Universidade Federal da Grande Dourados.

Orientador: Profa. Dra. Maricy Raquel Lindenbah Bonfa

DOURADOS-MS
2017



MARIA FERNANDA ZANELI CAMPANARI

METAGENOMICA DA DEGRADACAO DA ATRAZINA EM SOLOS SOB
DIFERENTES MANEJOS AGRICOLAS E FLORESTA SEMIDECIDUAL

Trabalho de concluséo de curso apresentado
como parte dos requisitos para obtencéo do
titulo de Bacharel em Biotecnologia, no
Curso de Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal da Grande Dourados.

Aprovado em 26 de Janeiro de 2017

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maricy Raquel Lindenbah Bonfa — Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Rodrigo Matheus Pereira — Universidade Federal da Grande Dourados

Profa. Dra. Liliam Silvia Candido — Universidade Federal da Grande Dourados



A minha familia e a0 meu namorado Rafael
Correia da Silva, que durante todo esse tempo
foi e continua sendo a fonte da minha forca,

determinacgéo e conquistas.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, por me permitir chegar até aqui e concluir
mais uma fase da minha vida. E a minha familia, que sempre foi 0 meu maior suporte e que
mesmo longe nunca me faltaram.

A minha orientadora Profa. Dra. Maricy Raquel Lindenbah Bonf4 e ao meu co-
orientador Prof. Dr. Rodrigo Matheus Pereira, 0s quais me proveram a determinacdo para
desenvolvimento deste e dos outros trabalhos que realizamos, através de sua paciéncia infinita
e imenso conhecimento, caracteristicas dos verdadeiros mestres, que levarei para sempre.

Ao meu namorado, Rafael Correia da Silva, pelo apoio incondicional nos momentos
altos e baixos (sendo as vezes mais baixos que altos), por sua paciéncia gigante e por tudo que
sempre fez por mim, me dando carinho, tranquilidade e calmaria, sendo ele o responsavel por
me ajudar a compreender o que é a vida no seu mais belo esplendor.

Ao0s meus amigos que encontrei na faculdade e levarei para sempre, Mariana Neri Lucas
Kurihara, Romario Oliveira de Sales, Thalles Kraus, Lucas Guarnier, Anderson Souza, que
enrigueceram a experiéncia da graduacéo através da amizade.

Agradeco também aos colegas do grupo de pesquisa, em especial Lucas Guarnier, Caio
Achiles, que muito me ajudaram no desenvolvimento dos trabalhos com a atrazina.

Sou eternamente grata a todos.



RESUMO

A agricultura esté associada a intensa utilizacdo de agroquimicos, um deles sendo a atrazina,
composto amplamente utilizado no Brasil, mas proibido em diversos paises devido aos aspectos
negativos associado a sua toxicidade e persisténcia no ambiente. Uma das propostas de
tratamento deste composto é através da biorremediacdo, que versa na aplicacdo de micro-
organismos capacitados a degrada-lo. Estes micro-organismos que ocorrem em ambientes
contaminados com atrazina podem ser conhecidos e descritos pela técnica metagenémica, que
consiste no sequenciamento do DNA gendmico oriundo de um ambiente, independentemente
de cultivo dos micro-organismos. O presente trabalho tem como objetivo identificar através de
abordagem metagendmica a ocorréncia de genes de degradacdo de atrazina em solos com
diferentes coberturas vegetais. Neste trabalho foi realizado o sequenciamento através da
tecnologia Illumina do DNA total de um solo sob cinco diferentes tipos de cobertura vegetal
(plantio convencional; plantio direto; pastagem continua e integracdo lavoura-pecuéria e
também de floresta semidecidual) de uma area experimental com cerca de 10 anos na regido de
Dourados (MS), pertencente a Embrapa Agropecuaria Oeste. De 230644 orfs obtidas dos
metagenomas sequenciados, foram alinhadas 2033 atraves do programa BlastAll contra um
banco de referéncia de 767 genes curados de degradacdo de atrazina, obtidos do banco de dados
secundario Uniprot. Os dados oriundos do alinhamento foram organizados contra um banco de
dados SQL, que foi consultado para organizacdo dos genes e micro-organismos obtidos. Esses
dados foram exportados para o pacote de metagenébmica MEGAN para geracdo da curva de
rarefacdo e analise de cluster UPGMA. Por fim, os dados também foram importados no pacote
estatistico STAMP para diferenciar os micro-organismos superabundantes nos manejos, com
significancia estatistica, além da realizacdo de uma analise de componentes principais. Atestou-
se no presente trabalho a presenga dos genes de degradacdo do composto, em diferentes
proporcdes para os solos com e sem aplicacdo de atrazina em diferentes proporcdes, inclusive
no solo sob floresta semidecidual, em que ndo ha a aplicacdo direta do composto. Foram
encontrados 56 géneros e 178 espécies Unicas de bactérias e relacionadas a degradacdo de
atrazina, sendo 43 espécies comuns a todos 0os manejos. Todos 0s genes consultados foram
encontrados em todas as amostras, exceto o gene gatA, exclusivo do manejo de integragédo
lavoura-pecuéria. O solo sem aplicacéo direta de atrazina — floresta semidecidual — apresentou
géneros superabundantes. A partir dessas informagdes obtidas, espera-se colaborar com futuros
estudos de bioprospeccdo de genes com potencial aplicagdo na biorremediacdo de solos

contaminados com 0 composto atrazina.
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ABSTRACT

Crop productivity is associated with heavy agrochemical use, one of which is atrazine,
broadly applied in Brazil but prohibited in many countries due to negative connotations
associated with its toxicity and persistence in the environment. One proposed method to dealing
with this compound contamination is through bioremediation, which consists of directly
applying microorganisms capable of degrading the compound. These microorganisms (which
occur naturally in contaminated environments) can be known and described by the application
of metagenomics, which consists of direct sequencing of genomic DNA from the environment
and does not rely on cultivation of the microorganisms to do so. Thus, soils under four distinct
managements (no management; conventional tillage; no-tillage; continuous grazing and crop-
livestock integration) and of local semidecidual forest was sampled and sequenced with
Illumina technology. About 240 thousand sequences were aligned with BlastAll software
against a reference bank of 767 curated genes related to atrazine biodegradation, obtained from
the secondary database Uniprot. The alignment output was organized in a SQL relational
database, which was consulted for organizing the aligned genes and taxa. The data was then
imported to a metagenomics software package, MEGAN, which generated a UPGMA cluster
analysis tree. Lastly, the data was also imported in the statistical and graphical package
STAMP, which is able to differentiate the superabundant microorganisms between samples,
with statistical significance, and generating a principal component analysis (PCA). We were
able to find the atrazine degradation genes in every sample. These genes were found in different
proportions for the samples with and without the application of atrazine, including in the soil
under semidecidual forest. It was possible to define 56 unique bacterial and archaeal genera and
178 species, of which 43 were found to be common to every sample. The soil without
management (semidecidual forest) presented the most number of superabundant statistically
significant taxa then the other four samples. Every soil contained all atrazine degradation genes
in analysis, except for the gene gatA, which occurred only in the crop-livestock integration
management sample. The semidecidual forest soil showed superabundant genera, even without
history of atrazine application. From this new information, we hope to contribute to future
bioprospecting studies with potential application in future studies about the bioprospection of
microorganisms with potential to the bioremediation of environments contaminated with

atrazine.

Keywords: Agrochemicals, gene bioprospecting, bioremediation
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1. INTRODUCAO

No Brasil tem sido observada uma utilizacdo cada vez mais intensa de agrotoxicos,
levando o pais a primeira posicdo no uso destes compostos no mundo. Esses compostos
sintéticos geralmente ndo recebem o destino final adequado, seja por irregularidade na
manipulacdo, estoque ou pela aplicacdo indevida e excessiva.

Nesse contexto, muitos dados e artigos cientificos discorrem sobre a atuacéo negativa
desses compostos na lavoura, e outros estudos colaboram sobre os riscos ambientais e
associados a saude publica causadas.

O agroquimico atrazina, um herbicida amplamente utilizado no Brasil, mas ja proibido
em diversos paises, principalmente da Europa, é relatado como téxico ndo s6 para 0 homem,
como também a outros seres vivos que tenham contato com este agroquimico.

Por ser um composto quimicamente sintetizado, a atrazina é considerada um
xenobidtico recalcitrante, ou seja, permanece muitas vezes inalterada no ambiente por longos
periodos podendo ser encontrada como poluente em solos, lencdis freaticos, rios e mares.

Em virtude da persisténcia desse composto no ambiente, uma das sugestdes para seu
tratamento no ambiente é a biorremedia¢do. Uma técnica inserida no escopo da biotecnologia
ambiental, baseada em sistemas biol6gicos para remediar 0 ambiente contaminado, visando o
retorno ao seu estado inicial anterior a contaminacéo pelo xenobiético.

Essa técnica tem por principio a biodegradacdo, isto é, a capacidade dos micro-
organismos de tornar uma molécula organica complexa em outra de menor nocividade, ou
totalmente inofensiva. Esses micro-organismos séo estimulados em laboratorio ou no préprio
local contaminado, e passam a remover com intenso vigor o composto-alvo.

Existem diversas abordagens de estudo para biorremediacdo, como a bioprospecgéo de
micro-organismos e estudos da degradabilidade de compostos em escala laboratorial. Estudos
in situ para monitorar a redugdo do composto no local além de técnicas ex situ, na qual o solo
contaminado é tratado em outros locais.

Existe também uma abordagem de estudo mais recente, que envolve tecnicas de
Biologia Molecular, como sequenciamento total do DNA do ambiente (metagendmica) e uso
de ferramentas de bioinformatica para a analise dos dados gerados.

A partir dessa técnica, é possivel verificar a presenca de genes provenientes dos micro-
organismos com potencial de degradacdo da atrazina, comparando-se a presenca ou auséncia

das rotas metabodlicas em cada um dos solos através de analises de bioinformatica de dados de
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sequenciamento dos solos estudados, além de gerar informagdes sobre quais micro-organismos
degradadores sdo comuns ao solo em estudo sob diferentes condi¢des de manejo, e quais séo

mais abundantes nestas condi¢des.
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2. HIPOTESES

o Ho (hipdtese nula): Nao existem diferencas entre as comunidades de bactérias
biodegradadores de atrazina nos diferentes solos em anélise;
e H: (hipotese alternativa): Existem diferencas (quantificiveis) entre as comunidades de

bactérias biodegradadores de atrazina nos diferentes solos em anélise.

3. OBJETIVOS

3.1. GERAL.: Identificar através de abordagem metagenémica a ocorréncia dos genes de
degradacdo de atrazina nas diferentes amostras nos solos sob diferentes coberturas,

descrevendo-se sua funcao e atividade com base em literatura cientifica;

3.2. ESPECIFICOS:

e Obtencdo da taxonomia dos micro-organismos e sua contribuicdo em relacdo aos genes de
degradacéo presentes no solo em analise;

e Verificar os micro-organismos degradadores mais abundantes de cada manejo de solo em
relacdo aos outros;

e Inferir quais micro-organismos sdo Unicos em cada manejo de solo e quais sdo comuns a

todos os tratamentos a nivel de género e espécie.



14

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. AGROQUIMICOS

Ao longo dos anos, a produtividade da agricultura mundial intensificou-se, e com isso a
utilizacdo de insumos agricolas acompanhou esse crescimento. A manutencdo da
competitividade da agricultura sem a ocorréncia da degradacéo do solo é fundamental, e para
isso, sdo utilizados os insumos agricolas - adubos quimicos, corretivos, e agrotoxicos
(FAGERIA; STONE, 2006).

Os agrotdxicos, também conhecidos como agroquimicos defensivos agricolas ou
pesticidas sdo compostos de natureza quimica que tém a finalidade de exterminar pragas ou
doencas que ataquem as culturas agricolas (FERNANDES, 2014).

Os pesticidas se dividem em varios tipos, como os inseticidas, fungicidas e herbicidas, e
atuam na prevencao de organismos prejudiciais a lavoura, como insetos, &caros, ervas daninhas,
micro-organismos e outras formas de vida. Esses compostos sdo utilizados na intencéo de elevar
a viabilidade econémica da producdo agricola, e, por consequéncia, a competitividade do setor
(FERREIRA et al., 2014; VEIGA, 2007).

Entretanto, o emprego dessas substancias requer precaucdes e cuidados, especialmente
quanto a manipulacdo, estocagem e destino final, 0 que nem sempre € realizado com boas
praticas.

Além disso, esses compostos sdo muitas vezes utilizados de forma inadequada, para
compensar as demandas do processo produtivo como o surgimento de uma espécie-praga,
tornando-se quase sempre 0 primeiro recurso acionado para lidar com esses organismos, mesmo
gue ainda ndo se encontrem em nivel de controle, ou seja, de maneira inadequada e excessiva.
Quando esses desajustes acontecem, 0 meio ambiente e a salde humana e de outros animais
passam a correr risco (FERREIRA et al., 2014).

A necessidade de aumento da produtividade agricola brasileira é bem documentada a
partir da década de 50, época em que se observou o inicio da utilizagdo massiva dos pesticidas,
que junto a outros fatores (como a promogdo do uso de insumos agricolas e equipamentos) se
configurou no momento de inovagdes agricolas denominados “Revolugdo Verde”. A nova
configuragdo produtiva intensificou-se entre a década de 60 e 70 com o aumento consideravel
do consumo de insumos quimicos, especialmente no Sul e Sudeste (FERREIRA et al., 2014).

Um dos principais fatores de incentivo para o uso intensivo dos agrotdxicos foi o marco

regulatdrio que vigorou até 1989, devido ao seu carater pouco rigoroso, que facilitou a aquisicao
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e a utilizacdo desses insumos. Somente a partir desse momento, criou-se uma lei especifica que
regulamentaria de forma mais consciente o uso dos agroquimicos (FERREIRA et al., 2014).

Nesse contexto, o Brasil ocupa desde 2008 o primeiro lugar no ranking mundial do
mercado de agroquimicos, pois seu crescimento foi maior que o dobro apresentado pelo
mercado global, e essa colocagdo estd intimamente associada ndo apenas a um aumento de
produtividade agricola, mas também as consequéncias negativas de uma maior presenca no
ambiente, especialmente a populacdo geral que esta exposta ao consumo de alimentos e agua
contaminada. Assim, a aplicacdo desses compostos e persisténcia no ambiente levam a
ocorréncia de um enorme problema de satde publica (RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA,
2014).

Apesar das vantagens produtivas associadas a aplicacdo sistematica dos agrotoxicos, eles
trazem consigo alguns problemas ao ambiente, especialmente a contaminacdo a partir dos solos,
pois sdo considerados o reservatorio final desses compostos sintéticos, além de terem um papel
como uma fonte de liberacdo de residuos para atmosfera, lencois freaticos, organismos vivos, e
contaminacdo dos alimentos como: hortalicas, frutas, verduras e graos (VIEIRA et al., 1999).

Com base nas informacdes relativas aos problemas ambientais, destacam-se as
dificuldades na transformacdo do agroquimico em algo inofensivo, ressaltando o fato da
persisténcia do mesmo no solo, ocorrendo a fixagao ou adsorcéo, especialmente devido ao tipo
de argila constituinte, e dos fatores climaticos tais como radiacdo, temperatura, umidade e
oxigenacdo. A transformacdo dos compostos ocorre de maneira gradual, podendo ser abiotica
e bidtica: sendo a primeira uma alteracdo dos componentes quimicos e fisicos do ambiente;
enquanto que a segunda transformacéo (bidtica) é dependente da acdo da microbiota do solo
(DAMIN, 2005).

Desde sua introducdo, os agrotoxicos sintéticos sdo causa de preocupacdo devido ao seu
potencial impacto a satide humana, através do consumo de alimentos e 4gua contaminada com
esses compostos. Nos Estados Unidos, metade de todos os alimentos contém a presenca de ao
menos um composto a niveis mensuraveis (BAIRD; CANN, 2012).

A persisténcia de alguns produtos quimicos no ambiente é um fator determinante para
caracterizacdo do grau de poluicdo ambiental - caracteristica que é associada a mobilidade e a
bioacumulacdo do composto. As propriedades fisico-quimicas desses compostos, bem como a
quantidade, concentracgdes e a frequéncia de uso, métodos de aplicacéo, caracteristicas abioticas
e bidticas do ambiente e as condigdes meteoroldgicas determinardo qual serd o destino dos
agroquimicos no meio ambiente. Portanto essa persisténcia pode variar de acordo com o
produto e de suas eficiéncias dos processos fisicos (RIBAS; MATSUMURA, 2009).
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A intensificacdo da preocupacdo se d& a partir da exploracdo dos efeitos toxicos
ocasionados pela exposicdo aguda ou crénica as substancias, sendo que pode ocorrer por via
cutanea, respiratdria, digestiva - sendo esta a mais comum. As intoxicacfes agudas, resultante
de elevada absorcao das substancias quimicas, produzem reacdo imediata ao organismo e para
esses casos, 0s sintomas séo aparentes e reversiveis (FROST; BROWN; HARDING, 2011).

Os principais sintomas apresentados em situagdes de intoxicagédo séo: cefaleia, tonturas,
alteracbes na memoria e no sono, nauseas, vomito, irritabilidade, alteracbes no sistema
imunoldgico e dificuldades de concentracdo. Ja na intoxicacdo cronica, que € resultante da
exposicao gradual ao agroquimico, ndo apresenta sintomas e pode ser irreversivel. Posterior a
uma longa exposicéo, podem ocorrer hemorragias, morte fetal e teratogénese, lesdes cerebrais
irreversiveis, esterilidade masculina, tumores malignos, dermatites e lesdes hepaticas (SILVA
et al., 2005).

As informacGes epidemioldgicas de mortalidade e intoxicacdo estdo muito aquém do
ideal, especialmente nos paises emergentes, devido ao menor cumprimento da legislacdo
vigente relativa ao controle da comercializacdo e uso dos agrotoxicos (SANTANA; MOURA,
NOGUEIRA, 2013).

Os organismos mais proximos do ambiente contaminado estdo também suscetiveis a
bioacumulacédo. Este fendmeno ocorre quando ha o acumulo de alguns poluentes, que estdo
presentes em pequenas quantidades no ambiente e podem ser absorvidos por organismos e
acumulam-se em seus predadores, e ao longo da cadeia ocorrendo assim uma cascata tréfica
(STOYTCHEVA, 2011).

A intoxicacdo varia em relacdo ao posicionamento do organismo a sua rede de
alimentacdo, ou seja, seu nivel tréfico. O impacto da contaminagdo pode alterar o
comportamento e fisiologia de organismos, causando mudanca na diversidade e abundancias
de espécies, ou seja, na comunidade local (BRITO et al., 2010).

Outro grupo de alta vulnerabilidade aos agrotoxicos sdo os trabalhadores da agricultura
(geralmente, aplicadores dos compostos) e também dos moradores do entorno das areas de
producdo agricola atraves de microparticulas oriundas de pulverizacéo.

Devido ao longo tempo de vida dos compostos na matriz do solo, os trabalhadores podem
entrar em contato com o contaminante no processo de aragem, semeadura, irrigacéo, cuidados
com a plantagdo durante o crescimento, colheita, armazenagem de produtos, embalagem, e na
aplicacdo de produtos como fertilizantes e agrotoxicos, seja em animais ou nas plantaces
(SILVA et al., 2005).
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Né&o bastando, a contaminagéo ainda pode se dar durante o trajeto ou em deslocamento
na regido de trabalho, de forma ndo intencional, através de ingestdo, inalacdo ou absorcéao
dérmica (SILVA et al., 2005).

Devido a essa exposi¢cdo, € necessario um monitoramento e vigilancia adicional em
relagdo a satde dos trabalhadores. Além disso, muitas vezes as fontes de contaminacao e suas
repercussdes no meio ambiente que nem sempre sdo totalmente definidas pelo agente inicial da
contaminacdo, uma vez que os produtos de reacdo ou degradacdo de um determinado agente
pode, por sua vez, ser mais nocivo que a substancia original (SANTANA; MOURA,;
NOGUEIRA, 2013).

Dessa forma, uma vez que os compostos sdo liberados no ambiente, a compreenséo de
seu comportamento € alvo de intenso estudo cientifico, pois a dispersdo e degradacdo do
composto esta intimamente relacionada a composi¢éo da comunidade biolégica local (RIAH et
al., 2014).

4.2. ATRAZINA E TOXICIDADE

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina), um herbicida integrante
da familia s-triazina é um composto clorado, polar, fracamente basico, moderadamente moével,
com peso molecular de 215,69 g.mol™ e altamente persistente no solo, além de ser solGvel em
diferentes tipos de solugdes como acetato, benzeno, cloroférmio, etanol e éter (DUTTA;
SINGH, 2013).

Sua estrutura quimica é representada por um anel triazinico substituido por cloro,
etilamina e isopropilamina, propriedade que a torna recalcitrante para a degradacao biolégica
no ambiente, ou seja, mais resistente a biodegradacdo (COLLA; PRIMAZ; LIMA, 2008).

Este herbicida foi descoberto e patenteado na Suica em 1958, pela empresa Geigy.
Destacando a sua estabilidade que pode ser explicada através da configuracao eletrénica do anel
heterociclico, semelhante & do benzeno. E estavel também & temperatura ambiente na faixa de
pH comum aos variados ambientes. A Figura 1 exibe a representacdo estrutural da molécula

de atrazina.
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Figura 1. A molécula de atrazina. Adaptada de (BAIRD; CANN, 2012).
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E classificado como um herbicida sistémico e seletivo, sendo utilizado para controlar o
surgimento de ervas daninhas de folhas largas e gramas em milho, abacaxi, cana-de-agUcar,
sorgo, algodéo e outras culturas (COUTINHO et al., 2005). O herbicida atrazina atua através
da inibicdo da fotossintese, agindo como inibidora do transporte de elétrons. Este herbicida
possui efeitos mais severos como potencial toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico,
podendo ocasionar ainda efeitos enddcrinos a diversos organismos ndo alvos, inclusive o ser
humano (ARMAS, 2006).

Seu primeiro registro para uso comercial foi em 1959, nos Estados Unidos e na maioria
das vezes é utilizada em conjunto com outros tipos de herbicidas — assim, é elencada como um
dos herbicidas mais utilizados no mundo (CHAN; CHU, 2005; SENE et al., 2010).

A atrazina é frequentemente encontrada em ecossistemas aquaticos, devido ao seu
altissimo potencial dispersivo, causando com frequéncia efeitos sub-letais nos organismos
aquaticos, onde pode, além disso, causar danos ao DNA do organismo aquatico e
imunotoxicidade.

Além disso, se acumulam no fitoplancton, invertebrados e peixes devido as suas
propriedades fisicas e quimicas, sendo alta a toxicidade aguda e cronica da atrazina, mesmo
estd sendo considerada em alguns estudos como moderadamente toxica (BARKY et al., 2012;
MIGEQT et al., 2013).

E associada a uma variedade de efeitos fisioldgicos e comportamentais em varias
especies devido as suas propriedades androgénicas e anti-androgénicas. Ja se observou, em
aves, que o consumo de atrazina resultou em menor taxa de alimentacdo, menor peso corporal,
lesBes microscopicas em visceras e eventualmente, morte. Assim como ja se verificou efeitos

mutagénicos em linfocitos e hepatdcitos de camundongos e ratos (HUSSAIN et al., 2012).
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N&o bastando, a atrazina apresenta uma longa meia vida (de até 608 dias, em geral).
Também foi considerada carcinogénica e detectado sua capacidade de modular o sistema
enddcrino em estagios sensiveis do processo de desenvolvimento de anfibios (LI et al., 2014).

Estudos demonstram que o herbicida modifica a funcdo enddcrina em humanos, com
efeitos estrogénicos fracos e inibi¢cdo de horménios androgenos (MIGEOT et al., 2013). A
atrazina contribui para indugdo da enzima aromatase, responsavel pela catalise e converséo da
testosterona em estrdégeno, com resultante diminuicéo da testosterona (OLIVEIRA, 2009).

Destaca-se ainda que a atrazina é uma substancia toxica para a gestacao, dado que ela

possui capacidade de atravessar a placenta e afetar o crescimento fetal (FERNANDES, 2014).

4.3. BIODEGRADACAO DA ATRAZINA E ROTAS METABOLICAS

Os agroquimicos e outras moléculas xenobi6ticas, podem no geral ter suas moléculas
modificadas tanto por processos fisicos como adsorcdo ou fotocatalise, quimicos como
oxidacdo e também bioldgicos como a biodegradacdo devido a semelhanca dos xenobidticos a
moléculas presentes na natureza. Desta forma, com a finalidade de remocéo destes compostos
estas estratégias podem ser adotadas (SILVA et al., 2013).

Dentre as estratégias citadas a biodegradacdo da atrazina tem demonstrado resultados
promissores. Este processo vem sendo estudado amplamente desde a década de 1980, e 0s genes
responsaveis pela degradacdo e completa mineralizacdo foram descobertos e as rotas
metabdlicas descritas.

A mineralizacdo ja se mostrou possivel em condigdes tanto aerdbias quanto anaerdbias,
sendo que varios micro-organismos sdo descritos como capazes de degradar 0 composto, por
exemplo, as Gram-negativas Pseudomonas sp. ADP. (y-proteobactéria), que sdo consideradas
como organismo modelo para a mineralizagdo completa da atrazina. Este micro-organismo foi
isolado, originalmente, de um local intensamente contaminado por atrazina, que sugere que
linhagens eficientes podem ser encontradas em solo com contaminagdo similar
(NOUSIAINEN, 2015; STELTING et al., 2012).

A degradacéo da atrazina se d& em diferentes metabdlitos, que variam em persisténcia
no ambiente e toxicidade. Os metabodlitos mais comuns sdo a hidroxiatrazina, dietilatrazina,
diisopropilatrazina, didealquilatrazina e dietilhidroxiatrazina (CAMPOS, 2009). A rota

principal esta representada na Figura 2.
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A rota metabdlica de degradacdo da atrazina, ocorre inicialmente atravées da presenca do
gene atzA no genoma dos micro-organismos sendo esse 0 gene que codifica a enzima que inicia
0 processo.

Essa enzima apresenta a atividade de desalogenecdo convertendo a atrazina em
hidroxiatrazina (metabdlito ndo-fitotdxico), constituindo o primeiro intermediario da via de
degradacéo. Este gene pode ser localizado e identificado na reagcdo de PCR utilizando-se um
primer especifico desenvolvido especialmente para o gene que codifica a enzima atzA (DE
SOUZA et al., 1998).

Em diversos estudos envolvendo micro-organismos, a estirpe Pseudomonas sp. ADP é
a que mais se destaca, considerada referéncia nos estudos das rotas de degradacao da atrazina.

Essa estirpe possui 0s genes denominados atzA, atzB, atzC e atzD, atzE e atzF que
codificam enzimas responsaveis pela degradacdo do composto (FANG et al., 2014). Como esta

exposto na Figura 2.
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Figura 2. Rota de degradacdo da Atrazina. Adaptado de (SOLOMON; KUMAR; SATHEEJA SANTHI, 2013).

Na via de degradagdo da atrazina, o inicio se da pela descoloracéo hidrolitica catalisada
por atrazina clorohidrolase (atzA) e com isso produz o metabdlito hidroxiatrazina (HA). A HA
sera entdo convertida em &cido ciandrico por dois passos, o primeiro codificado por atzB
(hidroxiatrazina etilaminohidrolase) e atzC (N-isopropilamelida isopropilaminohidrolase) na
via de degradacdo exibida (figura 2).

A organizacdo dos genes de degradacdo da atrazina € bem descrita, especialmente
relativa ao plasmideo pADP-1, oriundo de bactérias do género Pseudomonas, sendo que a
expressao dos genes atzA, atzB e atzC é constitutiva, ou seja, sempre é expressa, enquanto que

0s genes atzD, atzE e atzF sdo agrupados em um mesmo operador. Esses genes sdo relativos a
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degradacédo do &cido ciandrico, sugerindo-se que essa conformacéo tenha evoluido a partir de
um mecanismo seletivo de especificidade (FAN; SONG, 2014).

Posteriormente, o &cido cianurico é metabolizado em dioxido de carbono atravées das
reacOes hidroliticas codificadas por trzD/atzD, trzE, atzF/trzF, o que ocorre em passos mais
avancados na via de degradacéo (UDIKOVIC-KOLIC et al., 2010; WACKETT et al., 2002).

Verificou-se também que a proteina relativa ao gene trzD é um anadlogo metabolizador
considerado mais eficiente na metabolizacdo da atrazina, através de uma rapida conversao em
acido ciandrico catabolizante na primeira parte da via de degradacdo (SOLOMON; KUMAR;
SATHEEJA SANTHI, 2013).

Também esta envolvido na degradacdo o gene trzN, que também é considerado parte da
familia das amidohidrolases e atua na degradacdo da atrazina, possuindo, entretanto, uma
diversidade maior de substratos. Por esse motivo, estima-se que este gene esta se tornando mais
disperso em relagéo ao gene atzA (FAN; SONG, 2014).

4.4. BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL E BIORREMEDIACAO

Biotecnologia, um conceito que engloba biologia e tecnologia, consiste em um conjunto
de teorias e técnicas sobre a utilizacdo de seres vivos - ou parte deles - no desenvolvimento de
produtos e servigos que tenham uma fungdo econdmica e social (FALEIRO; ANDRADE;
JUNIOR, 2011). Desta area desenvolveram-se diversas tecnologias baseadas em processos
bioldgicos, especialmente para os setores da agropecudria, biomedicina, bioindistria e
conservacao ambiental (SINGH, 2017).

Considerando-se as alternativas para a melhoria das condi¢des dos solos contaminados,
biodegradacdo de compostos toxicos por micro-organismos especificos é uma delas, uma
técnica associada a biotecnologia ambiental.

O crescimento da aplicacdo de compostos antropogénicos tdxicos e o longo historico de
péssimas praticas de disposicdo desses compostos levou a necessidade de novas tecnologias de
remediacdo, onde se encaixam as técnicas da biotecnologia ambiental. Essa area engloba
praticas relativas a sustentabilidade de processos através da aplicagdo de sistemas bioldgicos,
possibilitando a remediacdo de ambientes contaminados, além de propor praticas industriais
mais limpas, e tem por objetivo central a conservagdo, monitoramento e prote¢cdo do ambiente
contaminado, alem da gestéo dos residuos antropicos (SALAR et al., 2013; SINGH, 2017).

Com a biotecnologia ambiental, permitiram-se grandes melhorias e solugdes como a

biorremediacgéo, aplicando os conceitos de biodegradacdo resultando na mineralizagdo de
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compostos toxicos, minimizando desta forma os danos dos residuos gerados por atividades
indUstrias e agricolas e criando alternativas de prevencdo. Desta forma, a biotecnologia pode
converter residuos perigosos e contaminantes em subprodutos Uteis ou mineraliza-los em
metabolitos inofensivos através de comunidades microbianas e espécies de plantas (FAN;
SONG, 2014).

O processo de degradagdo por micro-organismos com finalidade de recuperacdo de
ambientes ou efluentes contaminados é conhecido como biorremediacdo, e € considerado
padrdo para a reabilitacdo de ambientes intensamente poluidos.

Essas propriedades sdo atribuidas gracas a alta relacdo de custo/beneficio do processo,
além de ser ambientalmente atraente, dependendo-se do grau de intervengdo. As bactérias
podem tolerar um alto espectro de habitats contaminados, utilizando-se de rotas metabdlicas
altamente especificas, além de serem intensamente produtivas, isto é, serem independentes de
substratos organicos adicionais (FAN; SONG, 2014).

Nesse contexto, evidencia-se que muitos estudos tém sido realizados em relacdo aos
ambientes contaminados por compostos tdxicos, porém geralmente com objetivo de se
monitorar a reducdo da contaminacgdo e algumas vezes identificando as espécies microbianas
relacionadas a degradacdo dos compostos (CHENG et al., 2013; DAMIN, 2005; PORTILHO,
2013). Entretanto, poucos trabalhos estudam a presenca de genes relacionados a degradacéo
dos compostos no ambiente (FINLEY; BROADBELT; HATZIMANIKATIS, 2010;
SOLOMON; KUMAR; SATHEEJA SANTHI, 2013), o que € essencial ao conjunto de técnicas
e praticas da biorremediacao.

Esse tratamento biotecnoldgico que se destaca como promissor é capaz de explorar a
capacidade dos micro-organismos para remover poluentes de ambientes contaminados.
Destacando-se como uma técnica eficaz, minimamente perigosa, econdmica, versatil e
favoravel ao meio ambiente (FINLEY; BROADBELT; HATZIMANIKATIS, 2010). O
objetivo desta pratica é a melhoria das condi¢Ges de um ambiente ja contaminado, garantindo-
se a recuperacao e adequacdo do ambiente a um ciclo produtivo sustentavel.

Esse método consiste na modificacdo ou reducdo dos contaminantes através de
decomposicéo, pela acdo de micro-organismos que ja estdo no local ou pela adicdo de micro-
organismos cultivados em laboratorio.

O resultado ideal através da aplicacdo da biorremediacdo é que ocorra a completa
degradacdo dos compostos contaminantes em nutrientes minerais, processo denominado de
mineralizacéo - ou, caso isso ndo ocorra, a diminuicdo das concentracfes até niveis toleraveis

a salde humana e ao solo.



23

O objetivo dos processos de biorremediacdo € a normalizacdo das condigdes do
ambiente em relacdo a seu estado inicial, anterior a contaminagdo. Essa normalizagdo ocorre
através da intervencdo antropica intensificando a biodegradacdo dos compostos toxicos, atraves
do incentivo da atividade microbiana degradadora, que pode ocorrer por diferentes técnicas
(BRITO et al., 2010; NAKAGAWA et al., 1995).

O principio teorico da pratica de biorremediacéo é utilizacdo desses residuos (que
possuem alto conteudo de carbono e as vezes, nitrogénio) como fonte de nutrientes, através da
conversdo destas substancias em substancias nao-poluentes como dioxido de carbono, sais
minerais e dgua. Assim, 0s compostos sdo aproveitados como fonte abundante de carbono para
os degradadores, ocorrendo a selecdo no ambiente daqueles com maior capacidade de
degradacdo (STOYTCHEVA, 2011).

A perturbacdo da matriz do solo pelos agrotoxicos é impactante nos processos
bioguimicos da microbiota local, que é capaz de realizar degradacdo e mineralizacao através de
reacOes enzimaticas. Essa atividade da microbiota tem papel fundamental, além de ser um
indicador natural do equilibrio bioldgico, da fertilidade e poluicdo do solo (RIAH et al., 2014).

Uma técnica interessante para o estimulo da atividade da microbiota é o procedimento
da bioestimulacdo, que consiste na adicdo de nutrientes e aceptores de elétrons ao ambiente
contaminado. Pode também ser realizada a adicdo de micro-organismos previamente cultivados
em laborat6rio, com intuito de transferir a informacdo genética destes ao ambiente - esse
processo € conhecido por bioadicdo. Essas técnicas podem ser utilizadas conjunta ou
isoladamente no processo de biorremediacdo (FERNANDES, 2014; SPROCATI et al., 2012).

A biorremediacdo possui diversas vantagens relativas a diversidade de técnicas que
podem ser aplicadas dependendo-se do caso em questdo. Para a escolha das técnicas ideais
devem-se analisar alguns critérios como: a natureza do poluente, a composicao dos nutrientes
do solo-alvo, a aptiddo dos micro-organismos locais em degradar substancias organicas toxicas
e a extenséo da area contaminada (STOYTCHEVA, 2011).

As técnicas se dividem em ex-situ, que implica na retirada do composto contaminante e
posterior tratamento em outro local, ou in-situ, onde a intervencdo é diretamente no local
contaminado, permitindo o tratamento de regides de maior extensdo (LU et al., 2011).

Essas técnicas podem ser limitadas caso as condi¢des do solo ndo forem favoraveis a
sobrevivéncia e atuacdo dos micro-organismos degradadores. Sendo considerada a umidade do
solo como um dos fatores ambientais mais criticos para a realiza¢do da biorremediacéo, visto
que para uma alta atividade da comunidade microbiana necessita-se de adequada
disponibilidade de &gua (DO CARMO et al., 2013).
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A temperatura também é destacada como um fator decisivo, uma vez que determina a
atividade metabdlica e o consumo de substrato pelos micro-organismos. A mais intensa
atividade de biodegradacdo (ponto 6timo) ocorre para a maioria dos micro-organismos quando
a faixa de temperatura esté entre 25 - 35°C, sendo que temperaturas acima ou abaixo disto
afetam a execucéo do processo (JACQUES et al., 2007).

Outro fator determinante é o pH do solo, que influencia diretamente a atividade
microbiana por meio da influéncia dos prétons H* na permeabilidade da parede celular e na
atividade enzimatica e, indiretamente, pela interferéncia na disponibilidade de micro e macro
nutrientes, destacando o carbono como um dos que mais limita o crescimento do micro-
organismo (JACQUES et al., 2007).

Nesse contexto, uma das metodologias de analise utilizadas para a verificacdo dos
micro-organismos (e, por consequéncia, dos genes presentes nos ambientes) é atraves da

bioinforméatica.

45. BIOINFORMATICA: CONCEITO

A bioinformatica é uma ciéncia interdisciplinar que utiliza a informatica, a estatistica e
a matematica aplicados a dados bioldgicos. Essa ciéncia é embasada nas analises quantitativas
de informacdes relacionadas com as macromoléculas bioldgicas utilizando-se a tecnologia de
informacgao (TI).

Segundo o National Institute of Health, NIH, bioinformatica consiste em “Pesquisa,
desenvolvimento ou aplicacdo de ferramentas computacionais e abordagens, as quais visam
expandir o uso de dados biol6gicos, médicos, comportamentais ou de satde incluindo aqueles
para adquirir, armazenar, organizar, analisar e visualizar esses dados” (PEVSNER, 2009).

Um dos principios que define a bioinformética é a utilizacdo de bancos de dados e de
algoritmos de computador para a analise de dados bioldgicos - proteinas, genes e conjunto de
acidos desoxirribonucleicos (DNA), compreendidos em um organismo, chamado de genoma
(PEVSNER, 2009).

A intensidade dos avancos técnicos relativos & desempenho dos sequenciadores de nova
geragdo permitiu analises de perfis de sistemas bioldgicos de forma muito efetivas em relagdo
ao custo - o que define 0 momento atual da area como a era do Big Data, ou seja, de um volume
de dados que surge com oportunidades ndo-precedentes (GREENE et al., 2014).

As ferramentas da bioinformatica incluem programas de computadores que ajudam a

propagar os mecanismos fundamentais aos problemas relacionados a biologia, estrutura e
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funcdo de macromoléculas, vias bioquimicas, processos patologicos e evolugdo (GREENE et
al., 2014).

4.5.1. SEQUENCIADORES DE NOVA GERACAO (NGS) E ABORDAGENS “EM
ESCOPETA” (WGS)

De acordo com PEVSNER (2009), a habilidade de se sequenciarem genomas inteiros e
a rapida disseminacao desses dados alterou fundamentalmente a natureza das investigacoes
bioldgicas, com o potencial para a melhoria geral das condi¢@es da sociedade, ndo somente na
area ambiental, mas também na compreensdo, diagndstico, prevencdo e tratamento de doencas,
avancos na agropecudria e entendimento da evolucdo em geral.

As tecnologias de sequenciamento automatizadas de nova geragdo se baseiam em um
corpo de conhecimentos quimicos, de engenharia, de software e de biologia molecular, e se
baseiam no sequenciamento didedxi de Sanger. Uma dessas metodologias é o sequenciamento
por sintese Illumina (Solexa) que determina as sequéncias de nucleotideo ap6s uma reacdo da
cadeia de polimerase em superficie, também conhecida como bridge PCR - reacdo de cadeia da
polimerase em ponte (MASOUDI-NEJAD; NARIMANI; HOSSEINKHAN, 2013).

O sistema Illumina é considerado muito rapido em comparacdo a outros sistemas,
gerando sequencias de ao menos 150 bp (pares de bases), e estdo cada vez mais disponiveis
corridas de sequenciamento de até 600 bp. A abordagem Illumina elimina a necessidade de uma
eletroforese em gel (que era necessaria no sequenciamento de Sanger) e estd isenta dos
problemas de homopolimeros, que sdo comumente associados aos métodos de sequenciamento
de nova geragdo. A plataforma Illumina é responsavel por cerca de 80% de todos os dados de
NGS (PEVSNER, 2009).

Para a realizagdo de analises funcionais a partir de sequenciamentos, é comum a
utilizagao da “abordagem em escopeta”, do inglés, WGS — Whole-Genome Shotgun. Essa
abordagem consiste na clivagem do DNA gendmico em tamanhos pre-determinados e
subsequente clonagem em uma biblioteca, que no caso da metodologia Illumina, é a clonagem
em ponte (bridge PCR).

O sequenciamento por WGS fornece uma visdo mais ampla da comunidade permitindo
dessa forma analisar melhor os niveis de diversidade filogenética, polimorfismos entre espécies,
estudar o complemento genético e vias metabdlicas, entre outras analises. Em alguns casos,
ainda, é possivel reconstruir sequéncias de genomas quase completos, além da descoberta de
novos genes (CHEN; PACHTER, 2005).
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Uma diferenca que ocorre no WGS ¢é a profundidade de leitura que se tem que tende a
ser proporcional a abundancia de dados, podendo desta forma separar as que possuem alta e
baixa abundancia. O WGS trouxe um dos resultados mais espetaculares para a bioinformatica,
a recuperacdo de genomas quase completos de ambientes sem ser necessario o cultivo em
laboratorio (TRINGE, 2005).

45.2. METAGENOMICA — FERRAMENTA PARA ESTUDOS EM BIOTECNOLOGIA
AMBIENTAL

A metagendmica € definida como gendmica independentes de cultivo de comunidades
microbianas em diferentes ambientes. E uma metodologia de extrema importancia ja que se
estima que menos de 1% dos micro-organismos presentes no ambiente terrestre sdo cultivaveis
em laboratorio (GARCIA MARTIN et al., 2006).

A analise das comunidades microbianas, surgiu como um campo de pesquisa em
diversidade microbiana ao longo das Ultimas duas décadas. O destaque dessa técnica reside no
fato de que o DNA microbioldgico é isolado diretamente da amostra do ambiente desejado,
permitindo desta forma, o acesso a toda a comunidade presente, incluindo as espécies nao
cultivadas em laboratério (GARCIA MARTIN et al., 2006).

As metodologias da metagendmica séo divididas em duas abordagens principais: uma
que se baseia no sequenciamento indistinto de todo o DNA de um ambiente, montando e
anotando, metodologia denominada Whole-Genome Shotgun, WGS. E a segunda abordagem é
mais especifica, e consiste no sequenciamento de um gene em particular ou uma familia de
genes de interesse ou ainda um marcador filogenético como, por exemplo, o 16S rDNA
(LAZAREVIC et al., 2012).

Também existem as abordagens de carater funcional, nas quais as bibliotecas
metagendmicas sdo construidas em um hospedeiro heter6logo que posteriormente é rastreado
para uma atividade de interesse, como por exemplo, a expressdo de uma atividade enzimatica.
Destacando que a metagendmica baseada na sequéncia funcional permite uma analise mais
detalhada da estrutura e a fungdo microbiana presente no grupo estudado (DESAI; PATHAK;
MADAMWAR, 2010; SOUZA et al., 2015).

As tecnicas de bioinformatica, como a metagendmica permitiram, a descoberta de novas
possibilidades de aplicagdo para a compreenséo e bioprospeccao de genes de degradacéo de

compostos toxicos aplicados em ambientes contaminados, sendo que destas, a genémica tem
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um importante papel quanto ao fornecimento de dados das sequéncias de micro-organismos
pertinentes a biorremediagio (GARCIA MARTIN et al., 2006).

Essa ferramenta, proporcionou a descoberta de recursos bioldgicos aplicaveis aos
processos de biorremediacdo, como promotores, genes e vias metabdlicas de degradacéo, que
constituem inestimaveis aplicacbes ambientais voltadas a biodegradacdo de contaminantes
(DESAI; PATHAK; MADAMWAR, 2010; GARCIA MARTIN et al., 2006).

Em adicéo a isso, 0 desenvolvimento de tecnologias de microarranjos de DNA, permitiu
aos pesquisadores de comunidades microbianas uma analise simultanea de milhares de genes
filogenéticos ou funcionais para caracterizacdo das comunidades que estdo envolvidas na
biorremediagéo (HE et al., 2007).

Outras metodologias utilizadas, desta vez com énfase em analises funcionais de
comunidades de micro-organismos em diferentes niveis sdo as metodologias de RNA-seq
(sequenciamento de RNA) como a transcriptémica, sequenciamento de proteinas — protedmica,
e de quantificacdo de metabdlitos - metabolémica, sendo que a Ultima pode prever as vias de
biodegradacdo microbiana relativas a um ou outro composto (JENNINGS et al., 2009).

As andlises de transcriptdmica permitem decifrar os perfis de expressao de mRNA
(RNA-mensageiro) de genes regulados ou genes retroalimentados negativamente em micro-
organismos quando estes sdo expostos a contaminantes antropogénicos (JENNINGS et al.,
2009).

Através das ferramentas de transcriptoma e metatranscriptomica visdes funcionais nas
atividades de comunidades microbianas sdo evidenciadas, estudando assim seus perfis de
transcricdo de mMRNA (MCGRATH et al., 2008).

A protedmica proporciona o rastreio de proteinas antropogénicas introduzidas nos
micro-organismos que habitam os locais contaminados (DESAI; PATHAK; MADAMWAR,
2010). Por fim, a tecnologia de metabol6émica se refere a analise de metabdlitos proteicos
primario e secundarios produzidos por micro-organismos que estejam sob condicdes
fisiologicas definidas (MAPELLI; OLSSON; NIELSEN, 2008).

Nos ultimos anos a metagenémica tem sido fundamental para determinar novas familias
de genes e/ou micro-organismos envolvidos na biorremediacao de xenobioticos. Em geral com
a tecnologia das ciéncias “Omicas” e suas técnicas aplicadas a biorremediagéo e biotecnologia
ambiental promoveram um avango significativo na caracterizagdo e monitoramento de
populacbes microbianas que atuam na degradacao e na construcdo de novas vias metabolicas
(BAE; PARK, 2006).
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No contexto dessa técnica, YERGEAU e colaboradores (2012) realizaram um trabalho
em solo buscando-se os genes de degradacdo em um ambiente contaminado com diesel
indicando que nessas regides a biorremediacdo no local é o tratamento mais viavel para este
tipo de contaminacéo.

Este trabalho baseado em metagenémica para aplicagdes ambientais demonstrou que as
bactérias conseguem degradar compostos mesmo em temperaturas extremas, como em
ambientes polares. No caso, os autores fertilizaram o solo de uma regido artica com o intuito de
estimular a atividade dos micro-organismos degradadores. Os autores verificaram, ainda, que a
presenca do poluente foi suficiente para alterar a estrutura da comunidade, especialmente
quanto a intensificacdo da presenca de genes degradantes do xenobidtico (YERGEAU et al.,
2012).

Em outro trabalho relativo a compreensdo da biorremediacdo por metagendmica, foi
possivel concluir que em um Unico evento de contaminacdo ambiental ndo ocorre a
homogeneidade da comunidade microbiana. Neste trabalho, relativo a um derramamento de
6leo em regido maritima, determinou-se que a estrutura da comunidade é diversificada em
relacdo a localizacdo da mancha, pois apresentou significativa diferenca quando coletada em
uma &rea superficial da mancha em relagdo a uma coleta em area profunda (TECHTMANN;
HAZEN, 2016).

Outro artigo que utilizou a bioinformaética, a area de metagendmica em questdo, buscou
a abundancia e diversidade de genes de biodegradacdo e potenciais vias de degradacdo para
diclorodifeniltricloroetano (DDT), hexaclorociclohexano (HCH) e atrazina (ATZ) em ambiente
contendo agua doce e sedimentos marinhos.

E através das andlises realizadas pode-se observar que a abundancia e diversidade variou
de acordo com a fonte e localidades das amostras. As vias de degradacdo do DDT e atrazina
foram encontradas quase completas, quanto a do HCH foi apenas parcialmente (FANG et al.,
2014).

Através da metagendmica foi possivel verificar as comunidades microbianas atraves do
acesso as composicoes taxondmica e funcional dos genes de uma comunidade microbiana de
solos contaminados com hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA), fornecendo desta forma
informagdes sobre genes relativos a biocatalise ou enzimas potencialmente novas e as relagdes

filogenéticas e funcionais entre elas (ZAFRA et al., 2016).
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4.5.3. FERRAMENTAS PARA A ANALISE DE DADOS METAGENOMICOS

Um dos mecanismos mais utilizados para realizar as analises de bioinformética baseadas
em alinhamento € o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), que fundamenta-se na
pesquisa de similaridade entre sequéncias bioldgicas, podendo ser utilizadas sequéncias de
nucleotideos ou aminoacidos(KENT, 2002).

Desenvolvido por Stephen Altschul em 1990 e derivado do algoritmo Smith e Waterman
(1981), que funcionava apresentando uma pontuacdo méaxima do alinhamento para duas
sequéncias por meio do método exaustivo, também conhecido como programacéo dinamica.

Entretanto, ao contrario deste, o BLAST utiliza uma heuristica baseada em “palavras”
um método muito mais rdpido em comparacgdo a outros similares (KENT, 2002).

O BLAST tem por finalidade encontrar um segmento sem lacunas de alta pontuacgéo
dentre duas sequéncias relacionadas - sejam de nucleotideos ou de aminoacidos. A existéncia
de segmentos acima de um limiar determinado indica a similaridade entre os pares além do
acaso, 0 que ajuda na diferenciacao de sequéncias relacionadas e ndo relacionadas em um banco
de dados (XIONG, 2006).

Para realizar as andlises de sequéncia computacional geralmente se inicia pela
classificacdo de sequéncias podendo utilizar um banco de dados como referéncia ou fazer uma
nova classificacdo (clustering), sendo estas funcdes utilizadas para prever a homologia e
funcdo, reduzindo assim a redundéancia, gerando subconjuntos que sdo trataveis para métodos
computacionais, podendo dessa forma comparar dados de diferentes ambientes e quantificar a
diversidade nos ecossistemas (EDGAR, 2010).

Assim, 0 BLAST ¢é também utilizado como um algoritmo de busca de sequéncias, e ele
tornou-se uma ferramenta central para a maioria dos métodos de classificacao, pois apresenta
uma alta velocidade e sensibilidade em seu trabalho (EDGAR, 2010).

Comparando sequéncias de nucleotideos ou proteinas, 0 BLAST produz uma
representacdo dos alinhamentos em graficos de pontos (dotplot) apresentando combinagdes em
diagonal ao longo da matriz com as possiveis regides similares entre aminoacidos ou
nucleotideos, com valores correspondendo a cada unidade. Sendo que cada alinhamento é
marcado e a ele é atribuido uma medida de significancia estatistica, denominada de medida
esperada (Expectation value, E-value), que representa a probabilidade do alinhamento ter
ocorrido ao acaso (ZVELEBIL; BAUM, 2008).

Ademais, 0 BLAST considera a composi¢do de aminoacidos da sequéncia de entrada

(Query sequence) no seu calculo de significancia estatistica, resultando assim, na diminuicéo
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dos falsos-positivos. Os alinhamentos que retornarem podem ser limitados por um E-value
limite ou um intervalo (WHEELER et al., 2007).

Além disso o BLAST possui uma diversidade de outros programas, os quais incluem
BLASTN, BLASTp, BLASTX, tBLASTn e tBLASTX. O primeiro, BLASTn, faz comparacéo
de sequéncias de nucleotideos contra um banco de dados de sequéncias de nucleotideos. O
BLASTDp utiliza sequéncias de proteinas como entrada com um banco de dados de proteinas.

O BLASTX traduz as queries em seis moldes ou frames (“quadros de leitura”) de
sequéncias de nucleotideos para sequéncias de aminoacidos e compara com um banco de dados
contendo sequéncias de aminoacidos. O tBLASTN, por outro lado, traduz o banco de dados de
nucleotideos para seis frames para entdo comparar com sequéncias de proteinas. O tBLASTX
traduz tanto as sequéncias de entrada quanto as do banco de dados, ambos de sequéncias de
nucleotideos (XIONG, 2006).

Banco de dados biol6gicos sdo onde se armazenam determinados conjuntos de
sequéncias - sejam elas de nucleotideos ou aminoacidos, e assim sdo utilizadas como referéncia
para a comparagdo. Esses bancos podem ser de acesso restrito, 0 qual ndo compartilha seus
conteddos publicamente, ou livre, que permite o acesso dos dados por qualquer usuario sem ser
necessario autorizacéo.

Existem trés famosos bancos de dados mundiais publicos, que trocam constantemente
dados entre si: European Molecular Biology Laboratory (EMBL, http://www.embl.de/),
National Center for Biotechnology Information (GenBank,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e DNA Databank of Japan (DDBJ,
http://www.ddbj.nig.ac.jp/) (AMARAL,; REIS; SILVA, 2007).

Com a expanséo da quantidade de dados dentro dos bancos, passou a ocorrer 0 uso de
abordagens computacionais para descobrir genes que foram ou nao identificados e assim
compreender suas fungdes, estruturas e agdo em alguns processos bioldgicos (FANG et al.,
2014).

Entre os diferentes tipos de bancos disponiveis, 0s bancos de proteinas se expandiram
répido devido a utilizacdo da protedmica para estudos e suas vertentes como: expressdo génica
de perfis e interacdes proteina-proteina. Podendo ressaltar o advento da genémica estrutural que
fornece uma riqueza de dados para analisar e usar. Dentre esses diferentes tipos, existe o
Universal Protein Resource (UNIPROT CONSORTIUM, 2007), um banco de dados online e
de livre acesso o qual é administrado e organizado manualmente. O banco se divide em quatro

componentes otimizados para diferentes utilizages.
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O UniProt (UniProtKB — Knowledge Base) € uma base de dados com um ponto de
acesso central para informacgdes com referéncias de diversas fontes. O UniProt Archive
(UniParc) que é um repositorio de sequéncias, contendo a histérias de todas as sequéncias
armazenadas. Clusters de Referéncia UniProt (UniRef) que mescla sequéncias estreitamente
relacionadas com base na identidade de sequéncia para assim facilitar a pesquisa. O UniProt
Metagenomic e a base de dados de sequéncias ambientais (UniMES) que é um repositorio
especifico desenvolvido para a nova area de dados metagenémicos e ambientais. UniProt é
considerados um banco com vasta infra-estrutura para area de bioinformatica e especializacédo
cientifica na European Bioinformatics Institute (EBI), Protein Information Resource (PIR) e
Instituto Suigo de Bioinformatica (SIB) (UNIPROT CONSORTIUM, 2007).

Existem diversas metodologias para a analise de conjuntos de dados metagendmicos,
alguns exclusivos para conjuntos de dados de sequenciamento de gene-alvo, como as pipelines
BMP — Brazilian Microbiome Project (PYLRO et al., 2016) e MICCA — Microbial Community
Analysis (ALBANESE et al., 2015), que s&o fluxogramas de trabalho para DNA ribossomal
16S, interessante para a andlise de bactérias e arqueias, além de pacotes e servicos
completamente online como 0 MG-RAST — Metagenomics Rast Annotation Server (GLASS et
al., 2010), que fornecem servicos completos de analise desde filtracdo e controle de qualidade
dos dados até a anotacao e andlises estatisticas.

O programa MEGAN ¢ uma ferramenta da metagendmica para realizagdo de analise de
dados, permitindo que se explore interativamente o contetdo taxondémico e funcional da
amostra em estudo. Ele também suporta a comparacdo de mdltiplas amostras em niveis
taxondmicos e funcionais. O programa foi originalmente publicado em Huson, e colaboradores
(2007) e a versdo 4foi desenvolvida em 2011 também por Huson e outros colaboradores. J& na
versdo 5 do software, 0 mesmo é escrito em Java, e é executado em sistemas operacionais all
major.

A entrada basica para MEGAN € um conjunto de leituras de sequenciamento e o
resultado se da em um alinhamento por pares atraves das leituras para um banco de dados de
sequéncias de referéncia apropriadas. O MEGAN suporta varios formatos de entrada, tais como
BLAST (texto, tabular e XML), SAM, RapSearch2, RDP, NBC, QIIME, bem como uma série
de diferentes formatos CSV (valores separados por virgula). Os dados processados sé@o
armazenados em um arquivo chamado RMA (arquivo de correspondéncia de leitura) que
contém todas as leituras e correspondéncias em um formato compactado e indexado (HUSON;
WEBER, 2013).
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Os resultados das analises produzidas pelo MEGAN podem ser exportados em varios
formatos CSV e todas as visualizagdes fornecidas pelo programa podem ser exportadas em uma
ampla gama de formatos graficos. O programa fornece ferramentas de busca para localizar
taxons e genes de interesse (HUSON; WEBER, 2013).

Para validag&o estatistica das analises de metagendmica no sentido de se calcular quais
micro-organismos estdo mais abundantes no ambiente em analise € utilizado o pacote STAMP,
que fornece ferramentas gréaficas e testes de hipotese para a analise e comparacéo de perfis de
taxonomia e funcionalidade dos micro-organismos (PARKS et al., 2014).

Por fim, MySQL €é um sistema de gerenciamento de banco de dados, que utiliza a
linguagem de consulta estruturada relacional SQL (Structured Query Language) como
interface. Sistemas de bancos-de-dados locais permitem uma andlise sistematica de um grande
conjunto de dados, e sdo muito comuns em analises bioldgicas devido a facilidade da entrada e
recuperacao de conjuntos detalhados de dados em estruturas sofisticadas (ZVELEBIL; BAUM,
2008).

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. AMOSTRAGEM E EXTRACAO DO DNA

As amostras dos solos foram coletadas na Embrapa Agropecuaria Oeste (CPAQ)
localizado no municipio de Dourados-MS (22°14° S e 54°49° W), sendo estes caracterizados
como FS — floresta semidecidual (22°28°2231”’S 54°81°4571°°W); PD — plantio direto
(22°16'53.9"S 54°4821.2"W); LP — integracdo lavoura-pecudaria (22°16'56.0"S 54°48'15.8"W);
PC — sistema de plantio convencional (22°16'53.0"S 54°48'24.7"W) e CO (22°16'57.8"S
54°48'11.5"W) — sistema de pastagem continua. Todos os solos foram classificados desde sua
implantacdo como latossolo vermelho distroférrico tipico, cuja textura é argilosa.

O solo FS constituido por floresta Semidecidual, que caracteriza-se por varia¢do sazonal
marcada pelas estacdes secas e chuvosas, com notoria queda das folhas no periodo dos meses
secos (MOREIRA, 2013).

O solo PD (S522.279410, W54.812593) ¢ cultivado regularmente com soja durante o
verdo e aveia, trigo e nabo durante o inverno, em rotagdo de culturas.

O sistema LP é estabelecido em faixas, subdivididas em duas partes (lavoura e pecuaria)
de 4 hectares (ha) cada. As pastagens relativas a area de pecudria tém histérico de plantio de
Brachiaria decumbens e ciclos de dois anos relativos a soja/aveia-preta. Houve neste solo a
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aplicacdo direta do composto atrazina na cultura de milho, um ano antes da amostragem, na
concentragéo de 04 I/ha.

O sistema de PC tem o solo tratado com aracéo e gradagem, e por fim, o sistema CO foi
estabelecido em uma area de 10 ha.

A amostragem foi realizada com uma profundidade de 0 a10 cm da superficie, e contendo
10 amostras simples para entéo se obter uma amostra composta que fosse representante de cada
area amostrada.

Essas porcOes de solos foram armazenadas em sacos plasticos estéreis e mantidas sob
refrigeracdo e transportados para a Facility do Laboratorio Multiusuario Centralizado para
Sequenciamento de DNA em Larga Escala e Anélise de Expressdo Génica da UNESP de
Jaboticabal (LMSEQ) UNESP Jaboticabal para realizar o sequenciamento genético.

A extracdo de DNA foi realizada utilizando o DNA SPIN KIT(MOBIO
LABORATORIES, 2013)de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Posteriormente a
qualidade e quantidade do DNA foram determinadas através de fluorometria Qubit e

espectrofotometria UV-Vis Nanodrop.

5.2.  SEQUENCIAMENTO DO MATERIAL GENETICO (DNA) E PROCESSAMENTO
DAS SEQUENCIAS

O sequenciamento do DNA foi realizado através da tecnologia Illumina. Essa
metodologia é capaz de detectar quimicamente os fragmentos de DNA flanqueados por
adaptadores de até centenas de pares de bases. Esses fragmentos sdo amplificados através de
um método chamado de bridge PCR (PCR em ponte), devido ao fato de que na fase de
anelamento, a extensdo do produto de um primer forma uma ponte com outro primer na fita
complementar. A metodologia Illumina é baseada em sintese, na qual ocorre adi¢do de
nucleotideos fluorescentes que séo detectados quimicamente.

A qualidade do sequenciamento foi aferida utilizando o programa FastQC, filtrando-se
aquelas de baixa qualidade ou muito curtas através do programa Prinseg-lite (SCHMIEDER,;
EDWARDS, 2011). A identificacdo das regides codificantes foi realizada atraves do programa
FragGeneScan (RHO; TANG; YE, 2010), que identificou as ORFs (open reading frames). A
montagem das sequéncias foi realizada através do programa IDBA-UD (PENG et al., 2012).

Como o tipo de sequenciamento que foi realizado ¢ WGS a identificacdo das regifes
codificantes (ORFs) é fundamental, pois utiliza-se 0 DNA total. Sendo assim, muito material

que ndo é codificante (introns) também é sequenciado, e para a realizacdo da filtracdo e
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anotacdo das regibes codificantes (éxons) do genoma adequadamente é necessario a utilizagdo
do programa FragGeneScan para a identificagdo das ORFs.

5.3. BANCO DE REFERENCIA DOS GENES DE DEGRADACAO DA ATRAZINA

As sequéncias dos genes de degradacdo da atrazina foram obtidas do banco de dados
secundario UNIPROT. Foram desconsideras sequéncias ubiquas, ou seja, que estariam
presentes em ambientes independente da presenca ou auséncia do composto, a partir do trabalho
de FANG e colaboradores (2015). Assim, foram obtidas 767 sequéncias que atenderam a esse
critério, organizando-as em formato tabulado e posteriormente, convertendo-as para o formato
FASTA, que é obrigatorio para o restante das analises. Na Tabela 1 podem ser encontrados 0s

genes obtidos do repositério UNIPROT.

Tabela 1. Genes associados a biodegradacao da atrazina*, sua proteina e fungédo correspondente.

Gene Proteina Funcao
atzA Atrazina clorohidrolase Desclorinagdo da atrazina para HA
Hidroxidecloroatrazina Catalisador da reacdo de desaminagéo de
atzB o . . .
etilaminohidrolase HA para N-isopropilamelida
AtC N-isopropilamelida Conversdo de N-isopropilamelida para
isopropilamidohidrolase acido cianurico e isopropilamina
atze Biureto hidrolase Hidrolisa biureto em alofanato e amoénia
. Hidrolisa alofanato em amoénia e gas
atzF Alofanato hidrolase . g
carbonico.
Envolvida na degradacgdo de
ipuC Glutamato-isopropilaminaligase isopropilamina, constituinte do herbicida
atrazina.
OUF Gama-glutamil-L-1- Envolvida na degradagdo de
P hidroxiisopropilamida hidrolase isopropilamina.
L Catalisa a oxidacdo de metanol e formagéo
Metanol:N,N-dimetil-4- . ¢ . ¢
thcE . - . de formaldeido. O gene é expresso durante
nitrosoanilina oxidoredutase . N .
a biodegradacéo de atrazina.
. . . Desloca agrupamentos amina de melamina
triA Melamina deaminase ) g _p
e aminoatrazina.
L , . e Cliva o anel s-triazina e acido ciandrico,
trzD Amidohidrolase de &cido cianurico . . .
produzindo dioxido de carbono e biureto.
. . . . Mesma funcdo de atzE, com redundancia
gatA Biuretohidrolase e amidase (predita) ¢

(amidase)

*Extraidos do repositorio UNIPROT (www.uniprot.org)

5.4.

ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS


http://www.uniprot.org/

35

Foi realizada a comparagéo por similaridade dos quatro tipos de manejo dos solos e do
solo de floresta semidecidual contra as sequéncias obtidas do banco UNIPROT
(CONSORTIUM, 2007) utilizando o BLASTn pelo script BLASTall. O BLASTn compara
sequéncias de nucleotideos (queries) contra um banco de dados de sequéncias de nucleotideos
(AMARAL; REIS; SILVA, 2007).

Ja o BLASTall permite realizar, em um computador local, a comparagdo de todas as
sequéncias, em formato FASTA, presentes em um arquivo contra um banco de dados instalado
localmente. Foram considerados resultados positivos apenas aqueles com E-value menor que
le-5. O E-value é um parédmetro utilizado no BLAST e mostra qual a probabilidade de um
alinhamento ter ocorrido ao acaso. Quanto menor o E-value, menor é a probabilidade de o

alinhamento ter ocorrido ao acaso, ou seja, melhor é o resultado do alinhamento.

55.  ANALISES DE BIOINFORMATICA

Os resultados foram armazenados em um banco de dados construido localmente
utilizando o MySQL, através do programa phpmyadmin, disponibilizado pelo pacote XAMPP.

Os genes encontrados foram separados de acordo com a similaridade que retornaram do
BLAST em comparacdo com os diferentes tipos de manejo do solo. Subsequentemente, foi
realizada uma detalhada busca bibliografica sobre os resultados encontrados para a discussao
dos mesmos.

Assim buscando a relacdo daqueles genes presentes nos diferentes tratamentos, a
interferéncias que cada tipo de manejo possui na microbiota e as associagdes com 0S micro-
organismos presentes. Para uma melhor visualizacdo dos géneros e micro-organismos comuns
a todos os solos e exclusivos de cada solo, foi utilizado o programa InteractiVenn (HEBERLE
etal., 2015).

A saida do alinhamento (BLAST) foi importada no programa MEGAN, que inclui
diversos pacotes para analises de metagendmica. Assim, foram geradas as curvas de rarefacdo
em relagdo aos géneros originais e analise de cluster (UPGMA — Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) calculada através do método de distancia de Bray-Curtis, de
forma a se determinar se o0 numero de sequéncias foi suficiente para capturar toda a diversidade
de micro-organismos degradadores de atrazina presentes no ambiente. Na plataforma MEGAN,

os dados sdo normalizados através do método de raiz quadrada.
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Por fim, o conjunto de dados do MEGAN foi exportado no formato STAMP, um pacote
estatistico para determinagdo dos componentes principais (PCA) através do método euclidiano
de diferenca entre médias (PARKS; BEIKO, 2010).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Das 230644 ORFs obtidas no conjunto de reads gerado pelo sequenciamento, apds
processamento através do algoritmo BlastAll, foram obtidos 2033 alinhamentos no total,
referentes aos genes de degradacdo estudados e 0S micro-organismos aos quais esses genes
pertencem.

A figura 3 exibe a curva de rarefacédo para os tdxons relativos a degradacédo de atrazina
para as 5 amostras de solo. No eixo x estdo dispostos o numero de sequéncias, € no eixo y, 0
namero de novos géneros de micro-organismos.

Idealmente, o grafico deve chegar a um platd, o que significaria que nenhum novo
organismo foi encontrado, por mais sequencias que se adicione a analise. Isto se verificou na
figura 3, exaurindo-se a diversidade de géneros degradadores de atrazina nos ambientes em
analise.

Verifica-se também por esta analise que o tratamento com a maior diversidade de micro-
organismos associados a degradacdo de atrazina foram, em ordem crescente: pastagem
convencional (CO); integracao lavoura-pecuéria (LP); floresta semidecidual (FS); plantio direto

(PD) e plantio convencional (PC).

Rarefacdao em relagdao aos genes de degradacao de

atrazina
40

35
30
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Géneros Unicos de micro-organismos

Y a® A O 0NN D >0 AN D N>
B° SV 507 5,97 (DY 7 Q7 (X AT (NN BTV
AV Y O W &Y 9T N o7 (O 00 Q
R R A A i i
Numero de sequéncias

Figura 3. Curva de rarefacdo em relacdo aos genes de degradacdo de atrazina, gerada pelo programa MEGAN.
Vermelho: floresta semidecidual; Azul claro: integracdo lavoura-pecudria; Verde: plantio convencional; Preto:
plantio direto; Azul escuro: pastagem continua.



39

A seqguir, na figura 4, exibe-se a andlise de cluster tipo UPGMA do conjunto de dados,

agrupando-se os dados conforme sua similaridade.

@ PD

0,01

® PC

Figura 4. Anélise de cluster (UPGMA) gerada pelo programa MEGAN relativa aos dados taxondmicos dos 05
solos calculada através do método de distancia de Bray-Curtis. FS: Floresta semidecidual; CO: pastagem continua;
LP: integracdo lavoura-pecuaria; PD: manejo de plantio direto; PC: manejo de plantio convencional. Escala:
proporc¢éo de diferenga entre os dados

Nesta analise, na qual uma ramificacdo maior significa uma maior dissimilaridade entre
os dados, observa-se que a diversidade do manejo de floresta semidecidual (FS) é o mais
distante em relacdo aos outros manejos. Os que se agruparam mais proximamente foram os
manejos de pastagem continua (CO) e integracdo lavoura-pecudria (LP), possivelmente devido
a similaridade entre a cobertura vegetal (ambos se encontravam em cultivo de pastagem).

Essas tendéncias eram esperadas, pois a diversidade bacteriana relativa a degradacéao de
atrazina do solo de floresta semidecidual (que ndo recebeu tratamento documentado do
agroquimico atrazina) deve possuir um perfil mais diferenciado dos outros tratamentos, sendo
gue o manejo de integracdo lavoura pecuaria recebeu o agroquimico atrazina devido a aplicagédo
direta na plantacdo de milho e os demais manejos podem ter tido contato com o agroquimico
por consequéncia da remocédo da cobertura vegetal.

Embora solo de floresta semidecidual ndo tenha recebido voluntariamente o herbicida
atrazina, sabe-se que a area, que é proxima a um rio, possui um relevo mais baixo que as areas
de plantio da Embrapa, desta forma, pode ocorrer uma lixiviacdo da atrazina por agua da chuva.

Os resultados relativos a busca no banco de dados pela presenca dos genes estdo
expostos na Tabela 2, concatenados pela natureza do tratamento ao qual o solo estava

submetido.
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Tabela 2. Abundancia total dos genes relativos a degradacdo da atrazina em relacdo ao solo
amostrado em diferentes tratamentos.

Sigla do Gene FS Cco PD LP PC Total
atzA 74 100 72 113 59 418
atzB 13 17 12 27 9 78
atzC 23 30 25 30 19 127
atze 77 92 67 91 62 389
atzF 34 43 32 42 20 171
ipuC 29 86 67 88 54 324
ipuF 5 5 7 7 8 32
thcE 2 8 13 6 5 34
triA 53 73 55 67 37 285
trzD 16 49 20 49 31 165
gatA - - - 1 - 1

Legendas: floresta semidecidual (FS), pastagem continua (CO), plantio direto (PD), integracéo
lavoura pecuéria (LP) e plantio convencional (PC).

Nos dados expostos na Tabela 2, atzA foi 0 gene que apresentou maior abundancia nos
cinco diferentes tipos de solos com o total de 418, sendo seguido pelos genes atzE, ipuc, triA,
atzF, trzD, atzB, atzC, thcE, ipuF e por fim presente em um Unico tratamento o gene gatA, que
foi encontrado no manejo de integracdo lavoura-pecuaria.

Os genes atzA, atzB e atzC sdo responsaveis pela remoc¢édo do cloro e dos residuos de
isopropilamida e etilanamina para produzir acido ciandrico (GARCIA-GONZALEZ et al.,
2003), sendo posteriormente convertido a NHs e CO através da agédo das enzimas codificada
pelos genes atzD, atzE, e atzF, ressaltando que os gene trzD é analogo ao gene atzD.

Na figura 5 esta exposto o diagrama de Venn relativo aos géneros de micro-organismos
exclusivos de cada amostra, 0s comuns a toda a amostragem e 0s comuns entre si. Os 5 micro-
organismos comuns a todos os manejos de solo sdo pertencentes aos géneros: Klebisiella,
Amycolatopsis, Pseudomonas, Bordetellas e Rhodococcus. O manejo de plantio convencional
e plantio direto foram os que mais apresentaram taxons exclusivos (9 géneros Unicos cada). No

diagrama, estdo exibidos apenas os taxons (1 representante de cada género).
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Figura 5. Diagrama de Venn relativo aos géneros de micro-organismos comuns a todas as amostras e
exclusivos de cada amostra. CO: pastagem continua; LP: integracdo lavoura-pecuéria; PD: plantio
direto; PC: plantio convencional; FS: floresta semidecidual. O nimero ao lado das siglas significa o total
de géneros exclusivos encontrados.

A seguir, na figura 6, estdo exibidos 0os micro-organismos comuns a todas as amostras
e exclusivos a todas as amostras a nivel de espécie. Pode-se observar que o solo com mais
espécies exclusivas foi o relativo ao manejo de integracao lavoura-pecuéria. Tratamento que,
inclusive, compartilhou o maior nimero de micro-organismos comuns em relacdo a outra

amostragem — 39 espécies em comum entre 0 manejo de pastagem continua.
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Figura 6. Diagrama de Venn relativo as espécies de micro-organismos comuns a todas as amostras e
exclusivos de cada amostra a nivel de espécie. CO: pastagem continua; LP: integrag&o lavoura-pecuaria;
PD: plantio direto; PC: plantio convencional; FS: floresta semidecidual. O nimero abaixo das siglas
representa o nimero de espécies Unicas encontradas.

A atividade de degradacéo de atrazina destes micro-organismos Unicos esta descrita nas
tabelas 3, 4, 5, 6 e 7. Nestas tabelas, foram pesquisadas referéncias relativas a situacdo do
conhecimento ja publicado acerca destes micro-organismos, se ja foram descritos por outros
trabalhos como biodegradadores de atrazina, €, se sim, quem 0s descreveu ou 0s associou. Nao
foram pesquisados 0s micro-organismos nao identificados ao menos a nivel de género.

Na tabela 3 estdo os micro-organismos degradadores de atrazina exclusivos ao solo sob
floresta semidecidual. Em levantamento de literatura, ndo foram encontrados dados relativos as
espécies, mas micro-organismos dos géneros Janthino bacterium, Pseudomonas, Ralstonia e

Herbaspirillum j& foram descritos em literatura em associagdo a degradacdo de atrazina.

Tabela 3. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo de floresta
semidecidual.

Histérico do organismo quanto a

degradacdo da atrazina Referéncia(s)

Nome cientifico
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Tabela 3. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo de floresta
semidecidual.

Acinetobacter I\_/Iic_ro—organismos'dest(_a géner(.),(inclus_ive SINGH,; SURI;
radioresistens similares a A. radlore3|sten_s) ja descritos CAMEOTRA, 2004;

como degradadores de atrazina ZHANG et al., 2012
Halomonas sp. %) 1)

Herbaspirillum
rubrisubalbicans
Isoptericola dokdonensis %) @

Gene atzABC ja foi descrito em congénere  JASON KRUTZ et al., 2010

Congénere (J. lividum) j& foi descrita como
Janthinobacterium sp. degradadora de outra molécula s-triazinica, CARACCIOLO et al., 2010
a terbutilazina

Kleb_3|ella _ @ @
quasipneumoniae
Lactobacillus hilgardii %) %)

Congénere é 0 micro-organismo mais
caracterizado capaz de degradar atrazina
Congénere (R. brasilensis) ja foi descrita CSERHATI et al., 2012;
como degradadora de atrazina STAMPER et al., 2002

Pseudomonas aeruginosa GOVANTES et al., 2010

Ralstonia solanacearum

Rhodobacteraceae
bacterium

@: Néo foram encontrados dados em literatura nem para a espécie, nem para o género, relativos a biodegradagédo
de atrazina ou de s-triazinicos.

Na tabela 4, estdo dispostos 0s micro-organismos encontrados exclusivamente no solo
sob pastagem continua. No caso dessa amostra, a espécie B. cepacia ja foi descrita como
degradadora, enquanto as outras ou suas congéneres foram descritos ou ndo ha relatos. Foi
encontrado um micro-organismo da ordem Rhizobiales, que ndo foi identificado a um nivel

taxondmico mais detalhado.

Tabela 4. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo
de pastagem continua.

Histérico do organismo quanto a

Nome cientifico degradacéo da atrazina

Referéncia(s)

Acetobacter pasteurianus %) 1)

SINGH; SURI;
CAMEOTRA, 2004,
ZHANG et al., 2012

Micro-organismos  deste  género  ja

Acinetobacter sp. . .
P descritos como degradadores de atrazina

Espécie descrita como degradadora de
atrazina em cultura de cana-de-agUcar
Clostridiales bacterium - -
Desulfosporosinus
acididurans
Geobacillus sp. %) 1)

Burkholderia cepacia NGIGI et al., 2012

%]
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Tabela 4. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo

de pastagem continua.

Microbacterium oxydans

Mycobacterium
smegmatis

Rhizobiales bacterium
Rhodococcus jostii

Roseobacter litoralis

Yersinia enterocolitica

Congénere (M. sp) ja testado com sucesso
para a degradacéo de atrazina

Congénere (M. sp.) descoberto em um
biofilme com capacidade para a
degradacdo de atrazina

Congénere (R. sp.estirpe MB-P1) isolada e
caracterizada como degradadora de
atrazina

Congénere (Y. pseudotuberculosis)
encontrada em um consorte de solo
analisado em um estudo que associa efeitos
da adicdo de nitrogénio na mineralizacdo
da atrazina em solo utilizado para cultura
de milho.

JIANG et al., 2008

SATSUMA et al., 2006

FAZLURRAHMAN et al.,
2009

GARCES; HANSEN; VAN
AFFERDEN, 2007

@: Néo foram encontrados dados em literatura nem para a espécie, nem para o género, relativos a biodegradacéo
de atrazina ou de s-triazinicos.

A proxima analise, relativa a integracdo lavoura-pecuéria, esta exposta na tabela 5. Este
foi 0 manejo que mais gerou dados acerca de espécies Unicas degradadoras de atrazina, e
diversos géneros aqui descritos possuem dados acerca da degradacdo de atrazina. O micro-
organismo C. taiwanensis era considerado como pertencente ao género Ralstonia, de acordo

com STAMPER e colaboradores (2002), e assim, foram encontradas referéncias para tal.

Tabela 5. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo

de integracdo lavoura-pecuaria.

Nome cientifico HistéricoN do or_ganismo quanto  a Referéncias
degradacéo da atrazina
Acetobacter senegalensis %) %)
. Micro-organismos  deste  género  ja SINGH, SURL;
Acinetobacter sp. CAMEOTRA, 2004;

Burkholderia glumae

Clostridium acidurici

Cupriavidus taiwanensis

Edwardsie llaanguillarum
Ferriphase lusamnicola

descritos como degradadores de atrazina

Congénere (B. cepacia) descrita como
degradadora de atrazina em cultura de
cana-de-agucar
Género encontrado em uma andlise de 16S
ribossomal do DNA de solo com historico
de aplicacéo de atrazina
Congénere (R. brasilensis) ja foi descrita
como degradadora de atrazina.

)

]

ZHANG etal., 2012

NGIGI et al., 2012

FANG et al., 2015b

CSERHATI et al.,, 2012;
STAMPER et al., 2002

@

@
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Tabela 5. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo
de integracdo lavoura-pecuaria.

Klebsiella variicola
Microbacterium foliorum

Paraburkholderia
fungorum

Plesiomonas shigelloides
Pseudarthrobacter
siccitolerans

Pseudomonas sp.

Ruminococcus gnavus

Stenotrophomonas
maltophilia

Streptomyces sp.

Vibrio sp.

Xanthomonas axonopodis
Xanthomonas citri

%]
Congénere (M. sp) ja testado com sucesso
para a degradacéo de atrazina

)
)
)

Congénere é 0 micro-organismo mais
caracterizado capaz de degradar atrazina
%)
Micro-organismos do género descobertos
em um solo enriquecido com atrazina e
utilizados em um estudo de aplicagdo de
biorreator para a degradagdo de atrazina e
simazina
Micro-organismo do género (S. sp) obtido
das folhas de cana-de-agucar descrito
como degradador de atrazina
N&o foram encontrados relatos associando-
se este género a degradacdo de atrazina,
mas um estudo atestou sua resisténcia a
toxicidade do composto
]

)

1)
JIANG et al., 2008

GOVANTES et al., 2010
%)

MACIAS-FLORES et al.,
2009

MESQUINI et al., 2015

PALMA et al., 2008

]
%]

@: Néo foram encontrados dados em literatura nem para a espécie, nem para o género, relativos a biodegradacao
de atrazina ou de s-triazinicos.

Na tabela 6, encontram-se 0s micro-organismos exclusivos a nivel de espécie relativos
ao manejo de plantio direto. Foi possivel realizar a associa¢do a biodegradacdo de atrazina de

04 dos organismos desta analise.

Tabela 6. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo de plantio
direto

Histérico do organismo
degradacéo da atrazina

gquanto a

Nome cientifico Referéncias

Congénere (A. nicotinovorans) descrito
como degradador de atrazina

Bordetella trematum ] @
Congénere (B. cepacia) descrita como

degradadora de atrazina em cultura de NGIGIetal., 2012
cana-de-agucar

Klebsiella oxytoca %) 1)
Paraglaciecola mesophila %) %)

Arthrobacter sp. AISLABIE et al., 2005

Burkholderia gladioli
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Tabela 6. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo de plantio
direto

Micro-organismos do género descobertos
em um solo enriquecido com atrazina e
utilizados em um estudo de aplicacdo de
biorreator para a degradacéo de atrazina e
simazina

Streptomyces Micro-organismo do género (S. sp) obtido
das folhas de cana-de-acucar descrito MESQUINI et al., 2015
como degradador de atrazina

Stenotrophomonas
acidaminiphila

MACIAS-FLORES et al.,
2009

turgidiscabies

@: Néo foram encontrados dados em literatura nem para a espécie, nem para o género, relativos a biodegradagédo
de atrazina ou de s-triazinicos.

Na tabela 7, por fim, encontram-se 0s micro-organismos Unicos a nivel de espécie
relativos ao solo de plantio convencional. Nao foi identificado, a nivel de género, o micro-
organismo da familia Rhodobacteraceae. Além disso, dos géneros e espécies aqui presentes,
ndo foi possivel realizar associacGes a degradacdo de atrazina, exceto para a ja descrita

Pseudomonas.

Tabela 7. Espécies Unicas de micro-organismos degradadores de atrazina do solo sob manejo
de plantio convencional.

Histérico do organismo quanto a

Nome cientifico degradacdo da atrazina

Referéncias

Bordetella holmesii %) %)
Collimonas fungivorans %) 1)
Legionella cherrii %) %)
Psgudomonas sp. Congent_are € 0 micro-organismo _mals GOVANTES et al., 2010
estirpe ADP caracterizado capaz de degradar atrazina

Rhodobacteraceae

bacterium a B

@: Néo foram encontrados dados em literatura nem para a espécie, nem para o género, relativos a biodegradacéao
de atrazina ou de s-triazinicos.

Nas tabelas a seguir (8 a 12) encontra-se a abundancia total dos genes de degradacéo da
atrazina estudados (em numero de copias) encontradas em cada um dos solos. Para a avaliacdo
dos genes encontrados, foi pesquisado em literatura os dados relativos a todos os micro-
organismos que se apresentaram com um namero minimo total de 10 copias do gene, através
do algoritmo de alinhamento BlastAll.

Nesse trecho, os dados ndo estdo normalizados, isto €, neste ponto ainda ndo foram
realizados os tratamentos pelo pacote MEGAN - a tabela revela apenas os resultados (genes)
mais proeminentes e 0 micro-organismo ao qual pertencem. Estdo incluidas também nas

proximas tabelas o e-value, que € a probabilidade dos alinhamentos terem ocorrido ao acaso.
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Nesta andlise, foram desconsiderados aqueles com probabilidade maior que 1,00E-05,
considerado padréo para esse tipo de anélise.

Na tabela 8 estdo dispostos 0s genes e 0s respectivos micro-organismos presentes no
solo de floresta semidecidual (FS), constituida por uma vegetacao pertencente ao bioma da
Mata Atléntica e ocasionalmente também do Cerrado, sendo este tipo de vegetacdo tipica do
Brasil central e considerada com uma dupla estacionalidade climética: no verdo chuvas intensas
seguidas por um periodo de estiagem (PEREIRA; VENTUROLI; CARVALHO, 2011).

Tabela 8. Abundancia total dos genes e micro-organismos presentes em solo de floresta semidecidual.

Gene Micro-organismos  Abundancia E-value Descrito... Referéncia
atzA Mycobacte_rlum 64 6,00E-46 Atrazina FANG et al,
tuberculosis 2015a
CUADRADO et
Cupriavidus i Agentes clorados e al., 2010 e
atzk metallidurans 58 2,00E-44 biureto (atrazina) STAMPER et al.,
2002
CHAUDHRY et
Atrazina, etilbenzeno, al., 2013;
triA Paenibacillus sp. AD87 41 4,00E-16 hidrocarbonetos ROMEH,;
aromaticos policiclicos HENDAWI, 2014;
SHIRI, 2016.
. . . KAFILZADEH;
atzF Klebsiella pneumoniae 33 1,00E-44 Atrazina FARHADI. 2015
YASUHIRA et al.,
. Agromyces sp. i Biolixiviacéo de cobre, 2007 e
IpuC  NDB4Y10 29 1,00E-80 nylon RAMANATHAN:
TING, 2015
Yersinia enterocolitica GHRAIRI;
trzD 16 2,00E-16 Atrazina BRAIEK; HANI,
LC20
2015
Enterococcus faecalis .
atzC TX0104 16 5,00E-07 Atrazina GRIFFITH, 2014
Bacterium sp.
atze YEK0313 11 4,00E-42 1] %]
Amycola Atrazina e outros BOURGUIGNON
atzB 11 3,00E-68 et al, 2016

topsisorientalis compostos aromaticos

CHUN et al., 1999
Abundancia relativa ao nimero de copias por solo. Descrito se referem aqueles micro-organismos encontrados
em pesquisa de literatura como biodegradador, e de qual composto, incluindo-se a referéncia desta descricao.
@: ndo foram encontradas referéncias relativas a biodegradacéo.

Dentre 0s micro-organismos mais presentes nesse solo, relativo a Tabela 8, destaca-se
Mycobacterium tuberculosis, que segundo Hruska e Kaevska (2012) sua presenca esta
relacionada a solos contaminados por hidrocarbonetos aromaticos, estudos revelam a presenca
de certas espécies tipicas para esse tipo de ambiente (HRUSKA; KAEVSKA, 2012)

E evidente que na mata local (floresta semidecidual) nfo héa a aplicacdo direta do
agroquimico atrazina. Entretanto, o fendbmeno de lixiviagdo - arraste do material da superficie

do solo pela agua da chuva - pode ser o responsavel pela presenca do composto e, por
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consequéncia, dos genes de degradacgdo. Esse resultado ndo é completamente inesperado, pois
documenta-se que a microbiota de diversos ambientes em que ndo ha agao antropica seja capaz
de degradar os compostos s-triazinicos (JASON KRUTZ et al., 2010). Adicionalmente,
documenta-se que 0s micro-organismos degradadores de atrazina sdo também capazes de
degradar outros metabdlitos s-triazinicos (LEBARON; MCFARLAND; BURNSIDE, 2008).
Nos solos que 0 manejo é a pastagem continua ou lotagdo continua, € o0 método em que
0 rebanho tem acesso total a pastagem durante toda a estacdo de pastejo, método que é
considerado 0 menos impactante as propriedades fisicas do solo, associado a uma maior
conservacao dos recursos do mesmo, pois minimiza os impactos erosivos, de compactacéao e
permite a infiltracdo de agua no solo, 0 que ndo ocorre em &areas sem manejo adequado ou
degradadas (BONO; MACEDO; TORMENA, 2013; PIRES et al., 2008). A tabela 9 traz os

dados de genes e micro-organismos encontrados neste manejo.

Tabela 9. Abundancia total dos genes e micro-organismos presentes em manejo de pastagem continua

Gene Micro-organismos Abundancia E-value Descrito... Referéncia
Atrazina SANTANA;
ipuC  Roseobacter denitrificans 86 1,00E-41 (potencialmente) MOURA,;
P NOGUEIRA, 2013

atzA Mlcropacterlum 81 1,00E-83 Resistente ao metal HENSON et al., 2015

laevaniformans cromo

DASTAGER;
. DEEPA; PANDEY,
atzE  Pantoea ananas 67 5,00E-23 Atrazina e fenol 2009: MARTIN.
2006
trzD  Clostridium ultunense 49 7,00E-63 @ @
. . . KAFILZADEH,;

atzF  Klebsiella pneumoniae 39 7,00E-65 Atrazina FARHADI. 2015
triA  Paenibacillus terrae 39 7,00E-50 Atrazina SHIRI, 2016

Acidobacteria bacterium
trzA DSM 100886 24 4,00E-15 0] 7]
atzB  Rhodococcus jostii RHAL 16 1,00E-08 1) @

Pseudomonas sp. EGD- . GOVANTES et al,
atzC AKNS 16 1,00E-09 Atrazina 2010
atzC Chlamydia trachomatis 12 3,00E-112 0] 0]
aze  Methylobacterium 10 6,00E-42 DDT (potencial) ~ EEVERS etal., 2015

radiotolerans
Abundéncia relativa ao nimero de cépias por solo. Descrito se referem aqueles micro-organismos encontrados
em pesquisa de literatura como biodegradador, e de qual composto, incluindo-se a referéncia desta descri¢éo. @:
ndo foram encontradas referéncias relativas a biodegradacao.

Em relacdo a Tabela 9, relativa ao manejo de pastagem continua, o organismo: K.
pneumoniae foi novamente encontrado, e 0 organismo original mais abundante encontrado pela

analise é relativo ao gene ipuC — Roseobacter denitrificans.
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O sistema de manejo plantio direto (dados da tabela 10) é tido hoje como um dos
métodos mais rentaveis, pois possui algumas vantagens que o diferencia dos outros tipos de
manejo como: ndo necessitar realizar o preparo do solo, mantendo sempre o0 solo com cobertura
vegetal ou por residuos de plantas, proporcionando dessa forma maior produtividade e redugéo
de custos no momento da produgéo.

Essa cobertura auxilia na preservacdo do solo quanto a lixiviacdo superficial e das
erosdes hidricas e eolicas. E deste modo mantém as interagdes entre solo, agua, flora,
proporcionando, assim, uma diversificacdo na microbiota do solo local (MELLO; BRUM,
2013).

Tabela 10. Abundéncia total dos genes e micro-organismos presentes em manejo de plantio direto

Gene Micro-organismos ~ Abundancia E-value  Descrito... Referéncia
. Peptococcaceae
IPUC | acterium CEB3 67 2,00E-81 Z Z
atzA  Enterobacter cloacae 59 5,00E-117 Atrazina NGIGI et al., 20122
atzE  Leptolyngbyasp. O-77 54 9,00E-60 1) 1}
. .. ) Agroquimicos CASTRO-SOWINSKI,
triA  Streptomyces scabiei 40 3,00E-14 (potencialmente) 2016
Klebsiella . KAFILZADEH;
atzF pneumoniae 30 1,00E-69 Atrazina FARHADI, 2015
atzC Carnobacteriumsp. 21 6,00E-11 1) @
Moorellamulderi . SEFFERNICK et al,
trzD DSM 14980 20 6,00E-53 Atrazina 2012
Rhodococcus Atrazina e outros VANCOV; JURY; VAN
thcE ervthronolis 13 1,00E-21 COMDOStos ZWIETEN, 2005;
ythrop P VANCOV et al., 2007
Saccharopolyspora
atzB  erythraea ATCC 12 8,00E-97 Atrazina KARNICAR et al., 2016

11635
Abundancia relativa ao nimero de copias por solo. Descrito se referem aqueles micro-organismos encontrados
em pesquisa de literatura como biodegradador, e de qual composto, incluindo-se a referéncia desta descricéo. @:
ndo foram encontradas referéncias relativas a biodegradacao.

Quanto a esse solo, reapareceram tambeém o0s micro-organismos relacionados a
degradacdo da atrazina: K. pneumoniae e 0s pertencentes ao género Amycolatopsis.

O organismo mais abundante encontrado foi Peptococcaceae bacterium estirpe CEBS3.
Esta bactéria foi obtida originalmente a partir da drenagem de efluentes acidos obtidos de uma
mina de cobre abandonada — um ambiente intensamente &cido (pH 2,5), e é considerada uma
acidofila de metabolismo extremamente versatil, capaz de se utilizar de diversas fontes de

nitrogénio para producgéo de biomassa (PETZSCH et al., 2015).
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O sistema de manejo que integra lavoura com pecuéria, (dados da tabela 11), tem por
objetivo a recuperagdo e/ou manutencao do solo, sobretudo para melhorar suas propriedades
fisicas. Este tipo de sistema visa renovar as condi¢Ges do solo com 0s micro-organismos e
organismos vegetais, visando ainda uma possivel recuperacdo de areas que foram alteradas ou
degradadas.

Valorizam-se através desse manejo 0s recursos naturais disponiveis, a fim de se
aproveitar de itens herdados do ultimo plantio, como forragens vegetais, e culturas que ajudem
a promover a diversidade de micro-organismos no solo oferecendo assim nutrientes para a
manutencdo desses micro-organismos, através de forrageiras, culturas agricolas e dejetos
animais. E por fim buscar reduzir o consumo de agroquimicos e insumos agricolas. Desta
forma, mantém-se as comunidades microbianas que estdo envolvidas no processo de
mineralizacdo da matéria organicas e com isso reduz-se a compactacao do solo e outros danos
como no sistema de pastagem (ASSMANN; SOARES; ASSMANN, 2008).

Tabela 11. Abundéancia total dos genes e micro-organismos presentes em manejo de integracdo lavoura
pecuaria

Gene Micro-organismos Abundéancia E-value Descrito... Referéncia
Atrazina, etilbenzeno, CHAUDHRY et al,
. hidrocarbonetos 2013; ROMEH,;
atzA  Paenibacillus sp. AD87 88 9,00E-22 ArOMALICOS HENDAWI, 2014-
policiclicos SHIRI, 2016.
. Burkholderia sp. . NGIGI et al., 2012a;
IPUC - cecaEL001 88 1,00E-41 Atrazina FANG et al., 2014
atzE  Leptolyngbya sp. O-77 62 1,00E-49 %) @
Yersinia enterocolitica . GHRAIRI; BRAIEK;
trzD LC20 49 5,00E-40 Atrazina HANI, 2015
triA  Yersinia intermedia 42 6,00E-50 @ (espécie) @ (espécie)
. . . KAFILZADEH,;
atzF  Klebsiella pneumoniae 40 2,00E-52 Atrazina FARHADI, 2015
Atrazina e CUADRADO et al,
atzB  Cupriavidus necator 25 9,00E-14 2010; CSERHATI et
xenobidticos
al., 2012
BELLINI et al., 2014;
atzA  Achromobacter sp. 21 1,00E-32 Atrazina KAFILZADEH,;
FARHADI, 2015
atzC  Listeriagrayi DSM 20601 17 2,00E-07 @ @
atzE  Bacterium sp. YEK0313 16 2,00E-33 0] @
Atrazina e outros BOURGUIGNON et
triA  Amycolatopsis sp.M39 11 3,00E-47 al., 2016; CHUN et al.,

compostos aromaticos 1999

Abundancia relativa ao nimero de cdpias por solo. Descrito se referem aqueles micro-organismos encontrados
em pesquisa de literatura como biodegradador, e de qual composto, incluindo-se a referéncia desta descri¢éo. @:
ndo foram encontradas referéncias relativas a biodegradacéo.

Na tabela 11 referente ao solo de integracdo lavoura pecuéria, reapareceram 0s micro-

organismos Paenibacillus sp. AD87 e Klebsiella pneumoniae, e 0 organismo mais abundante é
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Burkholderia, pertencente a classe das betaproteobactérias, que foi criada apos a divisdo do
género Pseudomonas.

No sistema de plantio convencional (dados da Tabela 12), no qual o objetivo é fornecer
ao solo condigcbes Gtimas para a germinacdo, emergéncias e o estabelecimento das novas
plantas, e com isso tenta-se reduzir as plantas invasoras. Possui também como finalidade o
aumento da infiltracdo de agua no solo, de forma a diminuir as perdas de &gua e sedimentos por
erosdo a um minimo toleravel, sendo dividido em duas etapas principais: o preparo primario e
0 secundario.

No preparo primario as operagdes realizadas sdo mais grosseiras como o arado e
gradagem, visando afrouxar o solo, descompactando-o e assim inserindo adubos, fertilizantes,
insumos e reiterando as plantas invasoras. Ja na segunda etapa se faz o destorroamento e o
nivelamento das camadas que foram anteriormente aradas, podendo refazer o processo de

gradagem para deixar o nivelamento mais uniforme (COSTA et al., 2003).

Tabela 12. Abundancia total dos genes e micro-organismos de origens presentes em manejo de plantio
convencional

Gene Micro-organismo Abundancia E-value Descrito Referéncia
Hidrocarbonetos CAl et al., 2011; NIE et

ipuC  Polymorphum gilvum 54 2,00E-39 aromaticos al. 2012
atzA  Mycobacterium tuberculosis 51 5,00E-149 Atrazina FANG et al., 2015a
atzE  Thermus aquaticus 48 9,00E-21 @ 1]

. . . GHRAIRI;  BRAIEK;
trzD  Yersinia enterocoliticaLC20 31 4,00E-36 Atrazina HANI, 2015
triA  Rhodococcus sp.AD45 25 1,00E-74 @ 1]

. . . KAFILZADEH;

atzF  Klebsiella pneumoniae 19 2,00E-30 Atrazina FARHADI, 2015
atzC  Arthrobactersp.DNS10 12 9,00E-08 Atrazina SAJIAPH et al., 2004;

VILLEGAS et al., 2014
Abundancia relativa ao nimero de copias por solo. Descrito se referem aqueles micro-organismos encontrados
em pesquisa de literatura como biodegradador, e de qual composto, incluindo-se a referéncia desta descricéo. @:
ndo foram encontradas referéncias relativas a biodegradacao.

Na tabela 12 referente ao manejo de plantio convencional, reapareceram 0S micro-
organismos Mycobacterium tuberculosise Klebsiella pneumoniaee o organismo mais
abundante Polymorphum gilvum pertencente a classe das alfa proteobactérias.

Em seguida, expde-se na figura 7 as rotas de degradacdo de atrazina consideradas no
trabalho, e 0s micro-organismos associados a rota encontrados no solo sob manejo de integracéo

lavoura-pecuaria.
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Figura 07. Rotas de degradac¢do consideradas no trabalho, encontradas no solo sob manejo de integracéo lavoura-
pecuéria. Adaptado de KEGG (KANEHISA et al., 2012) e EAWAG (GAO; ELLIS; WACKETT, 2010). Caixas:
enzimas catalisadoras com seu nome; Setas: etapa da rota; Numeracéo: genes ubiquos ou sem sigla; Reticéncias:
passos intermedidrios da rota; Circulos: substrato ou composto da reagcdo. Em vermelho, género encontrado
associado a enzima.

A rota de degradacdo (adaptada do banco de dados KEGG) representa as enzimas
buscadas no conjunto de dados. Foram selecionadas as enzimas menos ubiquas, isto é, mais
especificas ao metabolismo de atrazina, especialmente atzA, ipuC, atzB, e atzC, que se
encontram nos primeiros passos da cadeia metabdlica da atrazina.

Os principais micro-organismos contendo gene de degradagéo de atrazina do solo sob
manejo de integracdo lavoura-pecuéria estédo expostos em vermelho na figura 07. Neste solo,
foi encontrada a maior diversidade de géneros de degradacéo (o Unico que apresentou o gene
gatA), possivelmente, pois este manejo é o que busca algum equilibrio ao usar uma rotagéo
entre lavoura e pecuaria, tentando alcancar um equilibrio das propriedades fisicas, quimicas e
microbiologicas do solo.

Nas figuras 08 a 16 estdo expostos 0s micro-organismos superabundantes de cada

amostra de solo em relagdo aos outros tratamentos. N&o houve diferengas estatisticamente
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significativas apenas para as comparacOes entre integracdo lavoura-pecudria e pastagem
continua.

Estas inferéncias foram geradas pelo pacote STAMP, através do teste estatistico exato
de Fisher bicaudal, considerando-se como estatisticamente significativos aqueles com P-value
inferior a 0,05.

Na figura 08, verifica-se que para os géneros (Klebisiella, Rhodococcus e Bordetella)
foram superabundantes na floresta semidecidual, e os tamanhos do efeito foram: 8,01%; 5,91%

e 4,87% em relacdo ao manejo de integracdo lavoura-pecuaria.

(intervalo de confianga de 95%)
{ 4.75e-3

Klebisiella E——————
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0.0 159 -2 0 2 4 6 8 10 12 14 ‘i
Proporgao (%) Diferencga entre proporgdes (%)

Figura 08. Abundancia de micro-organismos da floresta semidecidual em relacdo a integracdo lavoura-pecudria.
Azul: floresta semidecidual; Laranja: Integracdo lavoura-pecuaria.

Na figura 09, observamos a relagdo de abundancia para floresta semidecidual (em azul)
em relagdo ao manejo de plantio convencional. Nesse caso, 0s micro-organismos do género
Klebisiella continuaram mais abundantes na auséncia de manejo (floresta semidecidual) com
tamanho de efeito 11,37%. Ja o plantio convencional (PC), neste caso, exibiu superabundancia

de bactérias da familia Peptococcaceae, com tamanho de efeito de 4,81%.

(intervalo de confianga de 95%) ;f
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Figura 09. Abundancia de bactérias do solo emfloresta semidecidual em relagdo a plantio convencional. Azul:
floresta semidecidual; Laranja: plantio convencional.

A seguir, na figura 10, estdo expostas as bactérias e arqueias superabundantes em
relacdo a floresta semidecidual (em azul) comparada ao solo sob manejo de plantio direto (em
laranja). Observa-se que os representantes do género Bordetella foram super-representados no
solo de floresta semidecidual, com tamanho de efeito de 5,67%; enquanto 0s micro-organismos
do género Enterobacter e Arthrobacter foram mais abundantes no manejo de plantio direto,

com tamanho de efeito respectivamente: 2,26% e 3,18%.
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Figura 10. Abundancia de bactérias do solo em floresta semidecidual em relacdo ao plantio direto. Azul: floresta
semidecidual; Laranja: plantio direto.

A ultima comparacdo da floresta semidecidual esta exposta na figura 11. Observa-se
novamente uma abundancia de bactérias do género Klebisiella (tamanho do efeito: 8,62%) no
solo oriundo de floresta semidecidual, e também super-representacdo de bactérias do género
Rhodococcus (tamanho do efeito: 6,50%)e Bordetella (tamanho do efeito: 5,17%). O manejo
de plantio convencional apresentou super-representacdo de bactérias do género Arthrobacter
(tamanho do efeito: 3,36%).

(intervalo de confianga de 95%)
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Figura 11. Abundancia de bactérias do solo em floresta semidecidual em relagdo ao manejo de pastagem continua.
Azul: floresta semidecidual; Laranja: pastagem continua.

A fig. 12 exibe a Unica superabundancia de bactérias quando sdo comparados 0S
manejos de integracdo lavoura-pecuéria e plantio convencional. Neste caso, 0 Unico micro-
organismo super-representado com significancia estatistica foram os pertencentes ao género

Streptococcus, com tamanho de efeito 1,91%.

(intervalo de confianga de 95%)
i 0.049

Streptococcus =" ‘ ‘
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Figura 12. Abundancia de Streptococcus no solo de manejo tipo integracdo lavoura-pecuaria em comparacao ao
plantio convencional. Azul: integracdo lavoura-pecudria; Laranja (ausente): plantio convencional.

Por sua vez, a figura 13 exibe as bactérias superabundantes quando se compara o solo
sob manejo de integracao lavoura-pecuaria e o solo sob manejo de plantio direto. Os micro-

organismos do género Yersinia foram mais abundantes para o primeiro (tamanho do efeito:
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5,24%) enquanto 0s micro-organismos do género Rhodococcus foram mais abundantes para o

ultimo (tamanho do efeito: 4,62%).

(intervalo de confianga de 95%) ]
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Figura 13. Abundéancia de bactérias no solo de manejo tipo integracéo lavoura-pecudria (azul) em comparacdo ao
plantio direto (laranja). Azul: integracdo lavoura-pecuaria; Laranja: plantio direto.

Na figura 14, observa-se a superabundancia de Klebisiella presentes no manejo de

plantio direto, em relagdo ao manejo de plantio convencional (tamanho do efeito: 5,24%).

(intervalo de confianga de 95%) g
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Figura 14. Abundéancia de Klebisiella no solo de manejo tipo plantio direto (em comparacdo ao plantio
convencional. Azul: plantio convencional; Laranja: plantio direto.

Na figura 15, observa-se a superabundancia de Paenibacillus presentes no manejo de

pastagem continua em relagdo ao manejo de plantio convencional (tamanho do efeito: 2,16%).

o
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Figura 15. Abundancia de Paenibacillus no solo de manejo tipo pastagem continua em comparacdo ao plantio
convencional. Azul (ausente): plantio convencional; Laranja: pastagem continua.

Por fim, na figura 16, os Gltimos micro-organismos superabundantes da analise sdo
pertencentes ao género Rhodococcus, e foram super-representados no solo sob manejo de

plantio direto em comparacéo ao solo sob pastagem continua, com tamanho de efeito de 5,2%.
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Figura 16. Abundancia de Rhodococcus no solo de manejo tipo plantio direto em comparacao a pastagem continua.
Azul: plantio direto; Laranja: pastagem continua.

Nas analises de floresta semidecidual (FS, figuras 8, 9, 10 e 11) o género Klebisiella foi
predominante na floresta semidecidual, exceto para plantio direto (PD), que ndo apresentou
diferencas significativas.

Este género também foi superabundante em plantio direto (PD) em relacdo ao plantio
convencional (PC). O género se associa comumente a ambientes com presenca de material
lenhoso, e ja foi descrito em ambientes florestais associado a degradacdo desses compostos
(BERGEY, 2005).

Ainda para floresta semidecidual (FS), Bordetella foi mais abundante em relagcdo ao
manejo de integracdo lavoura-pecuaria (LP), plantio direto (PD) e pastagem continua (CO) e
Rhodococcus foi predominante em relacdo a pastagem continua (CO) e a integracédo lavoura-
pecuéria (LP).

Micro-organismos do género Arthrobacter foram mais abundantes em pastagem
continua (CO) e plantio direto (PD) quando comparados a floresta semidecidual (FS).

Estirpes deste género com metabolismo comprovado de degradacao da atrazina ja foram
isoladas a partir de chernossolos com cultivares de milho (ZHANG et al., 2011) e também em
cultivares com histérico de aplicacdo de atrazina de mais de 20 anos de aplicacdo do composto
(WANG,; XIE, 2012), o que € consistente com nossas observacdes de que este micro-organismo
é mais abundante em solo utilizado para cultivo.

Também foram mais abundantes no manejo de plantio direto (PD) em relacéo a floresta
semidecidual (FS) os micro-organismos da familia Peptococcaceae, anaerobios estritos
isolados comumente a partir de humanos, mas também de solos e sedimentos (BERGEY, 2009).

A maior presenca de superabundantes nesse solo é consistente com o conhecimento de
gue a comunidade de micro-organismos de regides de ambientes nativos (como floresta
semidecidual, FS) possuem uma maior abundancia de organismos menos diversos, que
predominam nestes ambientes (MENDES et al., 2015).

Os micro-organismos do género Klebisiella foram mais abundantes também em PD

quando comparado ao PC. J4 foi observado por CAROLINI e colaboradores (2015) que solos
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sob plantio convencional apresentam mais sequéncias relativas ao metabolismo de compostos
aromaticos, o que foi o oposto do observado no presente trabalho.

A auséncia de diferencas significativas entre os tratamentos de pastagem continua (CO)
e integracdo lavoura-pecudria (LP) pode ocorrer devido a similaridade desses tratamentos
(ambos possuem pastagens), sendo necessario um namero maior de amostras sequenciadas, o
que traria mais poder resolutivo a analise.

A figura 16, apresenta a a analise de componentes principais, demonstrando-se que

para os trés primeiros componentes principais.
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Figura 16. Analise de componentes principais (PCA), gerado pelo pacote estatistico STAMP. Preto; plantio
convencional; Verde: pastagem continua; Vermelho: integracdo lavoura-pecudria; Azul: plantio direto; Amarelo:
floresta semidecidual.

Os tratamentos LP (vermelho) e CO (pastagem continua) também se mantém
proximamente relacionados nesta outra analise, possivelmente devido a presenca de cultivo de
pastagem em ambos os tratamentos, repetindo-se o resultado obtido na analise de cluster
(UPGMA).
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Os que mais se diferenciaram em relagdo aos dois primeiros componentes principais
(PC1 x PC2) foram os manejos de PC (plantio convencional) e FS (floresta semidecidual),

possivelmente devido a intensa diferenca entre o ambiente nativo e a presenca de cultivo.
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7. CONCLUSOES

e Foram encontrados 56 géneros unicos de bactérias e arqueias degradadoras do
composto atrazina, divididos em 178 especies e destas, 43 foram comuns a todos
0s manejos e 135 espécies diferentes entre os solos (rejeitando-se a hipdtese Hoe
aceitando-se a hipotese alternativa Ha);

e Em todos os tratamentos, verificou-se a presenca de todos os genes de
degradacdo pesquisados, exceto o gene gatA, exclusivo do solo sob manejo de
integracdo lavoura-pecuaria;

e Analise de PCA revelou uma similaridade entre os dados relativos ao manejo de
integracdo lavoura-pecuaria (LP) e pastagem continua (CO), enquanto os dados
relativos ao plantio convencional (PC) e floresta semidecidual (FS) se
demonstraram os mais divergentes em relagdo a amostragem. Essa anélise foi
reforcada por uma analise de cluster (UPGMA);

e Foram encontrados micro-organismos degradadores de atrazina e 03 géneros
superabundantes no solo de floresta semidecidual (FS), apesar da auséncia de
aplicacdo direta de atrazina.

e Para o solo de plantio direto, foi encontrada superabundancia de 04 géneros,
contrariando a literatura de que degradadores de aromaticos estariam mais
presentes em plantio convencional (PC).

e O sistema de integracao lavoura-pecuéaria (LP) e o de pastagem continua (CO)
apresentaram dois géneros superabundantes cada, e ndo apresentaram géneros
superabundantes entre si, sugerindo que ou nao houve diferenca entre o solo para
as amostras, similaridade reforgada pela anélise de PCA.

e O solo de plantio convencional (PC) exibiu apenas um micro-organismos
superabundante, considerando-se assim 0 menos atraente para a biodegradacgéo
de atrazina.

e Os dados sugerem que o solo em floresta semidecidual (FS) e os considerados
mais sustentaveis (PD e LP) sdo os que, de fato, possuem a maior diversidade e

abundéancia de genes relativos a biodegradacéo.
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A partir dessas informagdes, espera-se colaborar com futuros estudos de bioprospecgéo
de micro-organismos com aplicac¢Ges potenciais na biorremediacdo de solos contaminados com

0 composto atrazina.
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