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RESUMO

As enzimas sao vitais como biocatalisadores em diversas industrias, impulsionando
pesquisas por novas enzimas para aprimorar processos e sustentabilidade. A a-
amilase uma endo-amilase e hidrolisa liga¢6es alfa 1,4 internas a molécula de amido,
apresentando como produto principal dextrinas (oligossacarideo) lineares e
ramificados. As amilases representam 30% da producédo global de enzimas, com
destaque na industria alimenticia pela modificacdo do amido. Neste estudo, o foco foi
investigar possiveis variagdes na comunidade microbiana envolvida na produgéo de
a-amilase em amostras de solo sujeitas a diferentes préaticas de manejo e mata nativa.
O estudo de campo foi conduzido na Embrapa Agropecuaria Oeste, situada em
Dourados, MS, onde amostras de solo foram coletadas em diferentes areas
representando a mata nativa e quatro tipos de manejos distintos: pastagem continua,
plantio direto, integragéo lavoura-pecuéria e plantio convencional. Foram utilizadas as
sequéncias de DNA originadas do sequenciamento NGS pelo método Shotgun para
alinhamento local com banco de dados formatado para a enzima a-amilase a partir do
banco de dados Identical protein groups. A analise metagenémica permitiu explorar a
diversidade microbiana e suas capacidades enzimaticas sem depender do cultivo
laboratorial. Os resultados foram analisados nos softwares MEGAN, STAMP e
Interacti-Venn onde foi possivel fazer analises taxondémicas, a verificacdo dos
microrganismos que produzem a enzima a-amilase, e analise estatistica par-a-par das
amostras de solo. A enzima a-amilase foi encontrada em todas as amostras de solos,
obtendo-se diferencas estatisticas significativas entre os diferentes tipos de manejo

do solo, que foram analisadas a nivel de filo e espécie.

Palavras-chave: Bioinformatica; Hidrolase; Ecologia microbiana



ABSTRACT

Enzymes are vital as biocatalysts in various industries, driving research for new
enzymes to improve processes and sustainability. a-Amylase is an endo-amylase that
hydrolyzes internal a-1,4 linkages in the starch molecule, with the main product being
linear and branched dextrins (oligosaccharides). Amylases account for 30% of global
enzyme production, with a significant role in the food industry due to starch
modification. In this study, the focus was on investigating potential variations in the
microbial community involved in a-amylase production in soil samples subjected to
different management practices and native forest. The field study was conducted at
Embrapa Agropecuaria Oeste, located in Dourados, MS, where soil samples were
collected from different areas representing native forest and four distinct management
types: continuous pasture, no-till farming, crop-livestock integration, and conventional
farming. DNA sequences generated from NGS sequencing using the Shotgun method
were used for local alignment with a database formatted for the a-amylase enzyme
from the Identical Protein Groups database. The metagenomic analysis allowed for the
exploration of microbial diversity and their enzymatic capabilities without relying on
laboratory cultivation. The results were analyzed using MEGAN, STAMP, and Interacti-
Venn software, where it was possible to conduct taxonomic analyses, verify
microorganisms producing the a-amylase enzyme, and perform pairwise statistical
analysis of soil samples. The a-amylase enzyme was found in all soil samples, with
significant statistical differences observed among the different soil management types,

which were analyzed at the phylum and species levels.

Keywords: Bioinformatics; Hydrolase; Microbial Ecology
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1. INTRODUCAO

A a-amilase é uma enzima classificada como metaloenzima rica em célcio,
desempenha um papel vital no processo digestivo, fragmentando polissacarideos em
unidades menores, tais como glicose e maltose. Seu mecanismo catalitico é
fundamental para a eficiente quebra dessas moléculas complexas, facilitando a
absorcao de nutrientes pelo organismo (KAUR et al., 2021). A a-amilase tem recebido
grande destaque devido a sua versatilidade de aplicacéo e aos beneficios econémicos
associados a ela (BANSODE et al., 2010). E uma das enzimas mais valiosas e
amplamente utilizadas pelas industrias que dependem do processamento de amido
em seus procedimentos produtivos. Essa enzima possui uma variedade de aplicagdes
em setores como alimenticio, de fermentacéo, téxtil, farmacéutico e outros (AHMAD
et al., 2019). Sua capacidade de quebrar amido em acucares fermentaveis a torna
uma ferramenta valiosa para melhorar processos de producdo e eficiéncia,
contribuindo notavelmente para o impacto nas industrias tanto em termos econdémicos
guanto de sustentabilidade (SUNDARRAM et al., 2014).

O solo detém bilhdes de microrganismos que desempenham papéis essenciais
na quebra e reciclagem da matéria orgéanica, no ciclo de nutrientes e na transferéncia
de energia nos ecossistemas terrestres. A saude do solo € fundamental para o
funcionamento de ecossistemas vivos que sustentam interacfes benéficas entre
plantas, animais e microrganismos. A qualidade do solo é diretamente afetada pelas
praticas agricolas e esta sendo cada vez mais reconhecida como fundamental para a
nutricdo humana (BLUM et al 2019).

A metagenbmica surgiu como uma poderosa ferramenta para estudar
comunidades microbianas, permitindo investigar organismos que nao podem ser
cultivados em laboratério de forma convencional. Essa abordagem oferece a
oportunidade de descrever a diversidade microbiana em ambientes onde muitos
organismos ainda ndo podem ser cultivados. Na metagenémica, o DNA é extraido de
uma comunidade microbiana, representando todos 0s genomas presentes nessa
comunidade. As bibliotecas metagendmicas resultantes sdo entdo analisadas por
meio do sequenciamento de DNA, permitindo o estudo detalhado da diversidade
genética e funcional das comunidades microbianas presentes nos ambientes
estudados (NAZIR et al., 2016).

13



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Geral
e |dentificar taxonomicamente 0s microrganismos que produzem a enzima a-
amilase nas amostras de solos sob diferentes manejos agricolas e mata nativa
de Dourados MS.
2.2 Objetivos Especificos

¢ Quantificar os microrganismos nos diferentes tipos de solo;

e Verificar a ocorréncia dos genes que expressam a enzima a-amilase nas
amostras de solos.
e Analisar a diferenca estatistica entre as populagbes de microrganismos

produtores de a-amilase significativas nos diferentes tipos de manejos de solos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Enzima a-Amilase (EC 3.2.1.2)

As enzimas desempenham um papel fundamental como biocatalisadores,
acelerando reac¢fes bioquimicas em uma variedade de setores industriais, incluindo
téxteis, alimentos, detergentes, papel e bebidas. O interesse global dos pesquisadores
tem sido despertado pela diversidade de beneficios proporcionados pelas enzimas,
levando ao desenvolvimento e exploracao continuos de novas enzimas com potencial
aplicacao industrial (PRAYOGO et al., 2020). Essa busca incessante por enzimas
mais eficientes e versateis visa aprimorar processos industriais, aumentar a

sustentabilidade e promover avancos significativos em diversos campos.

A a-amilase é uma metaloenzima essencial no processo de digestdo, atuando
na quebra de moléculas de polissacarideos em unidades menores, como glicose e
maltose. Sua presenca e atividade sdo fundamentais para a eficiente degradacédo dos
carboidratos complexos presentes nos alimentos, facilitando sua absorgéo pelo
organismo e fornecendo a energia necessaria para o funcionamento adequado do
corpo humano (KAUR et al., 2021). As aplicacGes da a-amilase na biotecnologia séo
vastas e abrangem diversos setores industriais. Ela é amplamente utilizada no

processamento de amido, na producdo de biocombustiveis, e nas industrias
14



alimenticias, de papel, téxteis e de detergentes. Além disso, essa enzima
desempenha um papel importante na biorremediagdo de poluentes ambientais,
ajudando na degradacdo de compostos organicos nocivos. Suas propriedades
também sdo exploradas em aplicacdes clinicas e médicas (JUJJAVARAPU et al.,
2019). O amplo espectro de aplicacdes da a-amilase destaca sua versatilidade e

importancia na biotecnologia moderna.

As Amilases sdo uma classe de enzimas industriais de grande relevancia,
representando cerca de 30% da producgéao global de enzimas (MOBINI-DEHKORDI et
al., 2012). Sua importancia € evidente na industria de alimentos, onde desempenham
um papel crucial na modificacdo e processamento de amido em uma variedade de
produtos alimenticios. Além disso, essas enzimas sao amplamente utilizadas em
outras industrias, como a de bebidas, papel e téxteis, devido a sua capacidade de
catalisar reacdes que envolvem a quebra de polissacarideos. A alta demanda por a-
amilase na industria é reflexo de sua eficacia e versatilidade em uma ampla gama de

aplicacoes industriais (PATIL et al., 2021).

O éxito no uso de enzimas, especialmente na industria, requer um equilibrio
preciso entre a quantidade de enzima necessaria, as condicbes operacionais e 0s
rendimentos de reacdo. O avanco na técnica de imobilizacdo tem possibilitado a
reducdo da quantidade de enzimas necessarias em processos, gracas a capacidade
de reciclagem de catalisadores. Isso ndo apenas otimiza a eficiéncia, mas também
contribui para uma abordagem mais sustentavel nos processos enzimaticos (VITOLO
et al., 2020).

3.2 Diversidade Microbiana do Solo
Os solos desempenham um papel vital no fornecimento de servigos
ecossistémicos aos seres humanos, como diversidade funcional, alimentos e fontes
de bioenergia (DE VRIES et al., 2013). A variedade de organismos vivos presentes no
solo é vasta em termos de diversidade taxondmica, estratégias de sobrevivéncia e
fungdes desempenhadas (DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018). Os microrganismos,
séo formas de vida abundantes no planeta, dominam a diversidade genética global. A
atividade da microbiota do solo desencadeia transformacdes vitais nos ciclos
biogeoquimicos, incluindo a reciclagem de matéria organica, degradacdo de
15



substancias estranhas, fixacdo de nitrogénio atmosférico e emissdo de gases
relacionados ao efeito estufa, revelando tanto conhecimentos estabelecidos quanto
descobertas em potencial (LAMBAIS et al., 2005).

No solo, a um vasto mundo microscépico, dominado por bactérias e fungos.
Estes microrganismos, presentes em numeros impressionantes, moldam a microbiota
do solo. A contagem revela uma estimativa surpreendente: de 2.000 a 8,3 milhdes de
bactérias e cerca de 1,0 milhdo de fungos podem habitar em um grama de solo (SABIR
et al., 2021). Esses numeros destacam a importancia desses microrganismos na
fertilidade do solo, desempenhando papéis cruciais na ciclagem de nutrientes e na
decomposicdo da matéria organica. De acordo com Janssen (2006) as bactérias do
solo sao classificadas em 100 filos distintos, entre esses numerosos grupos, apenas
alguns reinam supremos em termos de abundancia: Proteobactérias, Actinobactérias,
Acidobactérias, Chloroflexi e Planctomycetes emergem como 0s principais

protagonistas desse ecossistema microbiano.

A analise da microbiota do solo emerge como uma ferramenta fundamental
para acompanhar mudangas nas suas func¢des, uma vez que 0S microrganismos
desempenham um papel crucial na ciclagem de nutrientes. Essa abordagem oferece
um indicador sdlido para avaliar os esforcos de restauracao ecolégica, destacando a
importancia dessa interacdo entre os organismos do solo e seu ambiente (SILVA et
al., 2019).

3.3 Manejo do Solo

O manejo do solo abrange uma variedade de técnicas e praticas destinadas a
otimizar a producéo agricola e maximizar o potencial produtivo do solo. Dentre essas
estratégias, destacam-se os diferentes métodos de preparo do solo, cada qual
projetado para aprimorar sua qualidade e sustentabilidade. Essas abordagens variam
desde a aragdo e a gradagem até técnicas mais modernas, como a agricultura de
conservacgao e o plantio direto. Cada técnica tem seu papel Unico na promocéo da
saude do solo, na conservagao da agua e na maximizacgao da produtividade agricola,
adaptando-se as necessidades especificas de cada regido e cultura agricola
(DONAGEMMA et al., 2016).
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O microbioma desempenha um papel crucial nos ecossistemas do solo,
exercendo influéncia significativa sobre uma ampla gama de processos. Essas
comunidades microbianas sdo essenciais para a regulacdo da troca de gases e
nutrientes entre o solo e a atmosfera, podendo influenciar diretamente a acidez ou
alcalinidade do meio. Além disso, desempenham um papel vital nos ciclos de
nutrientes, contribuindo para a decomposi¢do da matéria organica e a reciclagem de
elementos essenciais, um aspecto particularmente importante é a capacidade dos
microrganismos de fixar o nitrogénio atmosférico, fornecendo uma fonte vital deste
nutriente para as plantas (FIERER et al., 2017). Assim, o microbioma do solo emerge
como um elemento fundamental na sustentabilidade e na produtividade dos

ecossistemas terrestres.

O sistema de manejo de Pastagem Continua é uma abordagem que implica em
manter o gado em uma Unica area de pastagem por um periodo prolongado, sem
dividir a area em piguetes, esta pratica tem sido reconhecida por seus beneficios
ambientais e agronémicos. Ao permitir que a vegetacao se recupere de maneira
uniforme e continua, 0 manejo continuo da pastagem ajuda a melhorar a qualidade
do solo, promovendo maior cobertura vegetal e reduzindo os efeitos da erosédo. Além
disso, a deposicdo constante de residuos organicos, como excrementos e urina dos
animais, enriquece o solo com nutrientes essenciais, contribuindo para aumentar sua
fertilidade ao longo do tempo (MURPHY et al., 2020). Esse sistema de manejo
sustentavel demonstra como a integracéo entre atividade pecuaria e conservacao do
solo pode resultar em beneficios matuos tanto para o ambiente quanto para a
producao agricola (BONO et al., 2013).

Os sistemas de plantio direto e convencional, destacam-se pelas suas
diferencas no preparo do solo e os resultados obtidos. No sistema convencional, o
solo é preparado com técnicas como aracdo e gradagem, visando melhorar suas
caracteristicas, porém com custos elevados e impactos negativos na fertilidade e
erosao do solo. Por outro lado, no plantio direto, ndo ha preparo do solo, mantendo-o
coberto por vegetacdo para protecdo fisica, o que resulta em melhorias quimicas e
bioldgicas do solo, apesar do emprego de herbicidas, e desafios como enraizamento
raso e aumento da umidade (KORUCU et al., 2009).
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Os sistemas de integracdo lavoura-pecuaria sdo definidos pela utilizacdo
simultdnea de atividades agricolas e pecuarias em uma mesma area. I1sso pode
envolver o uso de animais no local para beneficiar a producdo agricola ou o
aproveitamento de terras agricolas para suportar a criacdo de gado. Esses sistemas
sdo essenciais para a agricultura em nivel global, sendo adotados por mais de dois
tercos dos agricultores do mundo e contribuindo com aproximadamente metade da
producdo mundial de alimentos (HERRERO et al., 2010).

3.4 Bioinformatica

Na década de 1980 o termo bioinformatica foi usado pela primeira vez, a fim de
descrever a aplicacdo da ciéncia e tecnologia da informac&o nas ciéncias da vida
(RAMSDEN et al., 2023). Utilizando ferramentas computacionais na exploracéo de
dados biologicos é fundamental diante da vasta quantidade de informacdes
provenientes de experimentos de metagendmica, softwares especializados
desempenham um papel crucial ao permitir analises adaptadas aos objetivos
especificos de cada pesquisa, facilitando a interpretacdo e extracdo de insights
valiosos (PRAYOGO et al., 2020). Essa integracdo entre biologia e computacéo
desempenha um papel fundamental na compreensdo dos sistemas bioldgicos

complexos e na descoberta de padrdes e relagdes ocultas nos dados.

A bioinformatica, uma area multidisciplinar que integra biologia, ciéncia da
computacdo e tecnologia da informacao, esta na vanguarda da pesquisa cientifica
atual. O continuo progresso nesse dominio impulsionou o desenvolvimento de
diversas ferramentas, alimentadas por extensas bases de dados e algoritmos
inovadores. Essas ferramentas capacitam os cientistas a preverem ndo apenas as
estruturas das proteinas, mas também suas caracteristicas biologicas, funcbes e
epitopos, ampliando significativamente nosso entendimento e capacidade de
intervencdo em sistemas bioldgicos complexos (FOROUTAN et al., 2018).

Nos ultimos anos, houve um surgimento e a rapida evolucao de uma técnica de
sequenciamento, o Sequenciamento de Nova Geragcdo (NGS), essa ascensdo tem
sido marcada por uma seérie de melhorias significativas, incluindo o aumento no
comprimento das leituras, reducdo dos gastos associados e um aumento no tamnho
de dados sequenciados. Ferramentas como Hiseq, Miseq e Nextseq, da Illumina,
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juntamente e lon PGM/Proton da Thermo-Fisher, elas sdo amplamente utilizadas em
uma variedade de aplica¢gbes, desde o sequenciamento completo do genoma até o
sequenciamento do transcriptoma e estudos de metagenémica (BANERJEE et al.,
2019).

Cada tecnologia de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) possui suas
particularidades, o processo de preparacdo de uma biblioteca NGS se inicia com a
fragmentacao do material inicial. Em seguida, séao ligados adaptadores de sequéncia
aos fragmentos para permitir o enriguecimento dessas moléculas. Uma biblioteca de
alta qualidade deve ser altamente sensivel e especifica. Isso implica que todos os
fragmentos de interesse devem estar representados de forma equitativa na biblioteca,
sem a presenca de produtos ndo especificos ou erros aleatorios (PEREIRA et al.,
2020).

O software MEGAN Community Edition oferece uma variedade de analises
para dados metagendmicos, e realiza analises taxonémicas e funcionais de leituras
sendo amplamente utilizado para facilitar a andlise interativa do contetdo taxondmico
e funcional em conjuntos de dados de microbioma de grande escala (HUSON et al.,
2016) Este software € utilizado para explorar e interpretar a composicao taxonémica
e funcional de amostras metagenémicas, fornecendo insights importantes sobre a

diversidade e as func¢des dos microbiomas em estudo.

O software STAMP (Statistical Analysis of Metagenomic Profiles) foi
desenvolvido para executar andlises estatisticas em dados metagenémicos. Seu
principal propdsito € determinar se existem diferencas significativas entre as amostras
analisadas, permitindo avaliar se os resultados corroboram a hip6tese nula ou a
hipétese alternativa (PARKS et al., 2013). Este programa € uma ferramenta essencial
para investigar e interpretar padrées e variacbes em comunidades microbianas com

base em dados de sequenciamento de amplo espectro.

3.5 Metagen6mica
Em 1998 o termo “Metagenédmica” foi utilizado pela primeira vez, para descrever
a analise de material genético da microbiota do solo obtido de amostras ambientais

(FADIJI et al., 2020). Essa abordagem revolucionaria permite a investigacdo da
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diversidade genética e funcional de comunidades microbianas em seus habitats
naturais, oferecendo insights valiosos sobre os ecossistemas e 0s processos
bioldgicos que neles ocorrem (ZHANG et al., 2021). Desde entédo, a metagendmica
tem desempenhado um papel fundamental na compreensdo da complexidade e da

interconexao dos sistemas biol6gicos em todo 0 mundo.

As analises metagendmicas tém como objetivo primordial investigar tanto a
diversidade taxonémica quanto a funcionalidade do ambiente em estudo. Em outras
palavras, elas buscam identificar quais micro-organismos estao presentes em um
determinado ambiente e compreender suas atividades e funcdes dentro desse
contexto especifico. Ao fornecer uma visdo abrangente da comunidade microbiana e
de suas interacdes, essas analises sdo essenciais para elucidar os processos

ecoldgicos e bioldgicos que moldam os ecossistemas naturais (THOMAS et al., 2015).

Métodos metagendmicos oferecem flexibilidade ao aplicar abordagens marker
gene ou shotgun, conforme exigido pelo estudo em questdo, na analise de dados
shotgun, uma variedade de estratégias pode ser empregada, com a etapa inicial
frequentemente consistindo na execucdo de ferramentas de controle de qualidade
para identificar e eliminar sequéncias de qualidade inferior essa abordagem
meticulosa assegura que apenas os dados de alta qualidade sejam utilizados,
garantindo a precisdo e a confiabilidade das andlises subsequentes (BREITWIESER
et al., 2019).

Shotgun o sequenciamento de todo o genoma (WGS) revolucionou a
abordagem da metagendmica. Enquanto métodos anteriores se concentravam em
genes individuais ou genomas isolados, o WGS oferece uma perspectiva panoramica
da comunidade microbiana. Essa técnica ampla e poderosa permite uma avaliacéo
mais abrangente dos niveis de diversidade filogenética e polimorfismo intra espécie,
proporcionando insights sem precedentes sobre a complexidade dos ecossistemas
microbianos (CHEN et al., 2005).
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4. METODOLOGIA

A Figura 1, a seguir, mostra um fluxograma detalhado da metodologia

empregada neste estudo, cujas etapas serdo explicadas ao longo do texto.

Figura 1. Fluxograma: Etapas gerais da metodologia. Os tratamentos de dados da

etapa 1 foram realizados em um estudo anterior.

e

Tratamentos dos ey Alinhamento Local: ey Software MEGAN:
dados: Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
. Remocao de vetores . Configuragaf) do banco de dados . ndice de Diversidade
« Assembly « Comparagad dos dadc?s com o « Heatmap
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software BLASTALL + UPGMA

« Curva de Rarefagéo

'S 2
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Interacti Venn:
—
Etapa 5 Etapa 4

« Analise estatistica
« G-test (w/Yates’) +
Fisher’s bicaudal

- Espécies especificas e
comuns de cada solo

4.1 Amostragem do Solo

Foram coletadas amostras de cinco tipos de solo sob distintos tratamentos na
Embrapa Agropecuaria Oeste (CPAO), situada em Dourados — MS. Os solos incluiam
Mata Nativa, Pastagem Continua, Plantio Direto, Integracdo Lavoura Pecuaria e

Plantio Convencional.

A coleta foi feita até 10 cm de profundidade, com 10 amostras simples
combinadas para formar uma amostra composta representativa de cada area. Essas
amostras foram armazenadas em sacos plasticos estéreis, refrigeradas e
transportadas ao Laboratorio Multiusuario Centralizado para Sequenciamento de DNA
em Larga Escala e Analise de Expressao Génica da UNESP de Jaboticabal (LMSEQ)

para analise de sequenciamento genético.
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4.2 Extragao do DNA

Para a extragcado do DNA, empregou-se o kit de isolamento de DNA da MOBIO
LABORATORIES, seguindo as orientacdes do fabricante. A quantificacdo e qualidade
do DNA foram avaliadas por espectrofotometria UV-Vis NanoDrop, fluorometria Qubit
e espectrofotometria UV-Vis Nanodrop. Os resultados da relacdo 260/280nn, obtidos
no Nanodrop, foram os seguintes: Amostra 1 (Solo 1) - 126,10 ng/uL, 1,90 (260/280);
Amostra 2 (Solo 2) - 103,90 ng/uL, 1,80 (260/280); Amostra 3 (Solo 3) - 100,50 ng/uL,
1,73 (260/280); Amostra 4 (Solo 4)- 51,0 ng/uL, 1,84 (260/280); Amostra 5 (Solo 5) -
28,5 ng/uL, 1,95 (260/280).

4.3 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento de DNA foi conduzido utilizando a tecnologia lllumina, por
meio do sistema Hiseq 2500. A qualidade das sequéncias foi verificada pelo software
FastQC e aquelas de baixa qualidade ou muito curtas (< 50 pares de bases) foram
filtradas usando o programa Prinseq-lite (SCHMIEDER, 2011). A montagem das
sequéncias foi realizada com o auxilio do programa IDBA-UD (PENG et al., 2012),
enquanto a identificacdo das Open Reading Frames (ORFs) foi feita através do
programa FragGeneScan (RHO et al., 2010). Este processo de sequenciamento
seguiu as etapas previamente descritas em um estudo anterior (RISSI, 2015), que

envolveu a amostragem de solos de diferentes tipos e a extracdo do DNA.

4.4 Formatacdo do Banco de Dados Local

Um banco de dados dedicado a enzima a-amilase (EC 3.2.1.2) foi desenvolvido
utilizando o Identical Protein Groups disponivel no site do NCBI. Este banco de dados
abrange uma ampla gama de organismos, incluindo bactérias, archaeas e fungos,
totalizando 75.456 sequéncias de proteinas. A estruturacdo desse banco de dados
oferece uma base sélida para estudos e analises relacionados a funcéo e diversidade

dessa enzima em diferentes organismos.
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4.5 Alinhamento Local

Utilizando o terminal do Linux, foi conduzido o BLAST para realizar uma analise
de similaridade entre as cinco amostras de solos e 0 banco de dados local da enzima

a-amilase previamente construido.
As linhas de comando utilizadas para executar o blastall foram as seguintes:

blastall —p blastp —i Solol.faa -0 Solol.out -n 1 -b 1 -v 1 —e 1le-05 -
d/home/mateus/bd/TCC/sequence.fasta

blastall —p blastp —i Solo2.faa -0 Solo2.out -n 1 -b 1 -v 1 —e 1le-05 -

d/home/mateus/bd/TCC/sequence.fasta

blastall —p blastp —i Solo3.faa -0 Solo3.out -n 1 -b 1 -v 1 —e 1le-05 -

d/home/mateus/bd/TCC/sequence.fasta

blastall —p blastp —i Solo4.faa -0 Solo4.out -n 1 -b 1 -v 1 —e 1le-05 -
d/home/mateus/bd/TCC/sequence.fasta
blastall —p blastp —i Solo5.faa -0 Solo5.out -n 1 -b 1 -v 1 —e 1le-05 -

d/home/mateus/bd/TCC/sequence.fasta

Essa andlise permitiu avaliar a similaridade das sequéncias das proteinas
presentes nas amostras de solos em relagcéo as sequéncias da enzima a-amilase do
banco de dados local, contribuindo para uma compreensdo mais aprofundada da

diversidade e distribuicdo dessa enzima nos diferentes ambientes.

4.6 Andlise de dissimilaridade genética

Os resultados do blastall foram importados para o MEGAN 6 para a criagao de
arquivos no formato RMA, visando a analise de dissimilaridade genética. O MEGAN
foi empregado para comparar e classificar taxonomicamente as sequéncias da a-
amilase em cada amostra de solo, além de realizar analises de indices de diversidade,

Heatmap, Analise de co-ocorréncia, PCoA, UPGMA e curva de rarefagéo.
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4.7 Anélise Estatistica

Utilizando o programa STAMP versdo 2.1.3, foram realizadas analises
estatisticas para comparar par-a-par cada amostra de solo. Um grafico de barra de
erro estendido foi gerado, empregando o teste estatistico G-test (w/ Yates’) + Fisher’s
de dois lados, considerado o padrdo-ouro para a metagendmica envolvendo duas
amostras, com um intervalo de confianca de 95%. Apenas resultados com p-value <

0.05 foram considerados na geracéo dos graficos de erro estendido.

4.8 Diagrama de Venn

A partir do software MEGAN, foi criado um arquivo .txt contendo a lista de
espécies presentes em todas as amostras de solo. Utilizando a ferramenta de anélise
Interacti-Venn (HEBERIE, 2015), por meio de graficos de Venn, foi possivel examinar
o perfil da microbiota em cada solo e identificar as espécies comuns a todas as

amostras.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Abundéancia

Foram identificadas 87.472 sequéncias pertencentes a enzima a-amilase
distribuida nas cinco amostras de solos, como mostrada na tabela 1, além disso &
possivel observar a abundancia de ORFs presentes nas amostras de solos. A amostra
de solo que retornou maior representatividade da enzima foi a de Pastagem Continua
com um total de 25.205 sequéncias, enquanto a de Mata Nativa retornou a menor
guantidade de sequéncia da enzima a-amilase entre os solos em um total de 9.480

sequéncia.
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Tabela 1. Quantidade de sequéncias de DNA de microrganismos que produzem

enzima a-amilase e *ORFs nas 5 amostras de solo.

Solos a-Amilase *ORFs
Mata Nativa 9.480 46.430
Pastagem Continua 25.205 137.703
Plantio Direto 18.408 75.866
Integracéo Lavoura-Pecuaria 22.983 128.475
Plantio Convencional 11.396 71.762

*ORFs (Open Reading Frame)

5.2 indice de Diversidade

O indice de diversidade de Shannon-Weaver opera sob a suposi¢do de que os
individuos séo aleatoriamente amostrados de uma grande populacédo independente
(SOUZA, et al;, 2023). No indice de diversidade quanto maior o valor gerado pela
andlise de Shannon-Weaver maior sera a diversidade e em contrapartida, valores

mais baixos correspondem a uma diversidade reduzida.

Na tabela 2 a amostra de Plantio Direto indica ter uma maior diversidade de
microrganismos produtoras da enzima a-amilase. De acordo com CASTOLDI (2012),
no manejo sob sistema de plantio direto, a adubac&o das plantas que compdem o
sistema deve ser realizada com o objetivo de minimizar a perda de nutrientes e
promover a sincronizacdo entre a decomposicado e a liberacdo dos nutrientes da
cultura anterior com o crescimento da cultura seguinte, favorecendo assim a vida e a
diversidade microbiana. Em seguida, o solo Integracao Lavoura Pecuaria apresentou
um indice de diversidade de 5,735. Assim indicando que teve uma maior diversidade
em relacdo aos solos de Pastagem Continua, Plantio Convencional e Mata Nativa,

gue respectivamente apresentaram indices de diversidade de 5,558, 5,412 e 5,296.
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Tabela 2. indices de Diversidade de Shannon-Weaver das cinco amostras de solo
obtidas no software MEGAN.

Solos Indice de Diversidade

Shannon-Weaver

Plantio Direto 5,778

Integracdo Lavoura Pecuéria 5,735

Pastagem Continua 5,558

Plantio Convencional 5,412

Mata Nativa 5,296
5.3 Heatmap

A andlise de heatmap tem objetivo de mostrar a comparacdo entre a
abundancia relativa de dados com as amostras de solos analisadas. A figura 2 e 3
mostram a comparacdo de abundancia a nivel de filo e espécie respectivamente,
encontrados nos cinco solos, na analise de heatmap as cores indicam a ocorréncia
dos organismos, a cor vermelha indica a maior ocorréncia e azul a menor ocorréncia.
E possivel verificar que na Figura 2 na andlise a nivel de filo o solo 3 que
correspondente ao manejo de Plantio Direto foi 0 que apresentou a maior abundéancia
de microrganismos produtores da enzima a-amilase, ja na figura 3 na andlise a nivel
de espécie o0 solo 1 que corresponde ao solo de Mata Nativa foi o que apresentou a

maior abundancia em comparagao aos demais solos.

No solo 3 (Plantio Direto) os filos que apresentaram a maior ocorréncia foram
Candidatus Rokubactaria, Candidatus Tectomicrobia, Plantomycetes, Actinobacteria.
O filo Candidatus Rokubacteria desempenha um papel fundamental na reciclagem de
nitrogénio (N) e enxofre (S) e é metabolicamente versétil (BUTTERFIELD et al., 2016).
Além disso, a expressao de suas alcool desidrogenases PQQ foi observada no solo,
indicando que essas enzimas podem ser funcionais nessas bactérias especificas. A
Candidatus tectomicrobia sdo encontradas em diversos ambientes como solos,
sedimentos marinhos e aguas subterraneos, a tectomicrobia também esta envolvida

em processos metabdlicos importantes, como a degradacdo de compostos organicos
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e a producdo de metabodlicos secundarios (CASTELLE et al., 2018). Um filo
considerado distinto do dominio bacteria os Plantomycetes sdo encontrados
comumente em solos, rios de agua doce e em sedimentos abissais oceanicos e
possuem algumas caracteristicas incomuns como falta de peptidoglicano em suas
paredes celulares e compartimentalizagao intracelular (FUERST et al., 2011). Os
actinobactérias sao filos com os grupos mais diversos de microrganismos da natureza
e sdo conhecidos por sua versatilidade metabdlica incomparavel, e estao distribuidos

amplamente nos ecossistemas terrestres e aquaticos (VAN BERGEIJK et al., 2020).

Com as andlises de heatmap a nivel de filo os dados obtidos confirmaram a
diversidade microbiana presente no solo. Segundo Waldrop (2003) as praticas de
manejo de solo podem afetar significativamente as propriedades fisicas, quimicas e
biologicas do solo, assim afetando a maior diversidade ou ndo de microrganismo no
mesmo. Solos cultivados com manejos de Pastagem Continua, Plantio Direto,
Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio Convencional pode ocorrer a alteracdo da

microbiota do solo com organismos que se adaptam aos manejos.

Na figura 3, onde observamos a andlise heatmap a nivel de espécie, podemos
verificar que o solo 1 de Mata Nativa foi 0 que retornou maior ocorréncia de espécies
comparados aos manejos de solo. Considerando que a amostra da Mata Nativa é
minimamente impactada pela intervencdo humana, a sele¢do natural das bactérias

nesse ambiente ocorre de forma natural e abundante.

A analise heatmap, tanto a nivel de filo quanto de espécies, evidencia que 0s
distintos manejos exerceram influéncia na microbiota de cada amostra de solo. Como
mencionado anteriormente, o solo da Mata Nativa se destaca pela maior diversidade

de espécies e por um volume mais expressivo.

27



Figura 2. Analise de abundancia heatmap gerado pelo programa MEGAN a nivel de filo. Solo 1: Mata Nativa; Solo 2: Pastagem
Continua; Solo 3: Plantio Direto; Solo 4: Integracdo Lavoura Pecuéria; Solo 5: Plantio Convencional.
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Figura 3. Andlise de abundancia heatmap gerado pelo programa MEGAN a nivel de espécies. Solo 1: Mata Nativa; Solo 2:
Pastagem Continua; Solo 3: Plantio Direto; Solo 4: Integracdo Lavoura Pecuéria; Solo 5: Plantio Convencional.
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5.4 PCoA

Na figura 4 estd apresentado os resultados da analise de coordenadas
principais (PCoA), nesta analise ocorre 0 mapeamento das amostras em diferentes
dimensdes e reflete a similaridade das comunidades biologicas. A dissimilaridade
entre os dados das amostras de solos aumenta conforme a distancia entre os pontos
se torna maior. Com base nas informacdes filogenéticas é feito um calculo para avaliar

a distancia entre as amostras.

Com base nos resultados da figura 4 as amostras de solos de Plantio Direto
(solo 3) e Mata Nativa (solo 1) estdo afastados dos demais manejos de solos. A
distancia observada na analise de PCoA no solo de Mata Nativa (solo 1) é explicada
por que se trata de um ambiente que sofreu pouca interferéncia de acdo humana

assim permitindo o crescimento de microrganismos naturalmente no solo.

Ja o manejo de Plantio Direto (Solo 3) € definido pela cobertura continua do
solo ao longo do ano, com revolvimento restrito a linha de semeadura. Tratamentos
que incorporam a rotacdo de culturas no plantio direto exibiram uma atividade
microbiana significativamente mais elevada em comparacdo com os tratamentos de

monocultura no plantio convencional (DIAS et al., 2018).

Enquanto os mais préximos sédo os de Pastagem Continua (solo 2), Integracao
Lavoura Pecuéria (solo 4) e Plantio Convencional (solo 5). integracao lavoura-
pecuaria e Pastagem Continua, sdo sistemas de producdo agropecuaria que
incorporam o0 uso de pastagens para alimentacdo animal (Souza et al., 2018). O
sistema de integracao lavoura-pecuaria provoca variacfes nas intensidades de pastos
e mudancas na diversidade funcional da microbiota e na atividade microbiana,
apresentando-se como indicadores potenciais da qualidade do solo (CHAVEZ et al.,
2011). A diversidade genética da comunidade bacteriana total do solo foi menor sob
o manejo de Plantio Convencional em comparagdo com o manejo de Plantio Direto
(PEREIRA et al., 2007).

A analise de Coordenadas Principais (PCoA) valida os resultados obtidos pela
analise UPGMA.
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Figura 4. Analise do mapeamento das amostras em diferentes dimensbes e
similaridade das comunidades biologicas (PCoA) gerada pelo programa MEGAN,

calculada através do método de distancias Bray Curtis.
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5.5 UPGMA

Na andlise de cluster do tipo UPGMA realizada pelo programa MEGAN, uma
maior ramificacdo indica menor similaridade entre as amostras de solos. Destaca-se
que, na analise, a amostra de solo da Mata Nativa se destaca ao se isolar das demais
amostras. Essa singularidade é atribuida as caracteristicas naturais do solo, indicando
uma presenca limitada de interferéncia antrépica. O solo da Mata Nativa, por suas
caracteristicas especificas e organismos naturais ao ambiente, evidencia-se como um

ecossistema com uma marcante distingdo em relacao as demais amostras analisadas.
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Figura 5. Analise de cluster (UPGMA) gerada pelo programa MEGAN onde uma

maior ramificag&o indica menor similaridade entre as amostras de solos.
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5.6 Curva de Rarefacao

A analise da figura 6 revela-se a curva de rarefacdo, destacando a avaliacdo
da diversidade taxondmica em relacdo aos filos nas cinco amostras de solos. A curva
demonstra que as amostras atingiram um platd, indicando que o aumento na
guantidade de DNA sequenciado nao resultaria em acréscimo na riqgueza de espécies
produtoras da enzima a-amilase. Esse platd indica que o DNA sequenciado ja é
adequado para representar toda a diversidade de microrganismos com 0 gene
estudado. Notavelmente, a analise da curva de rarefacéo revela que a amostra da
Mata Nativa apresenta uma maior diversidade taxonémica de produtores da enzima
a-amilase em comparacédo com a amostra do Plantio Convencional, atribuindo-se essa
diferenca a auséncia de intervencgdes antropicas no solo da Mata Nativa. Essa curva
foi construida com base nas a-amilase identificadas nas cinco amostras de solos

analisadas.
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Figura 6. Curva de rarefacdo da avaliacdo da diversidade taxondmica em relag&o aos filos nas cinco amostras de solos em

relacdo as sequéncias de a-amilase. Geradas pelo programa MEGAN nas cinco amostras de solo.
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5.7 Interacti-Venn

Utilizando a ferramenta Interacti-Venn, é possivel visualizar, por meio de
diagramas de Venn, os microrganismos compartilhados entre os cinco solos
analisados, bem como identificar aqueles exclusivos de cada amostra, abrangendo
solo da Mata Nativa, Pastagem Continua, Plantio Direto, Integragédo Lavoura-Pecuaria

e Plantio Convencional.

Na figura 7, é apresentado o diagrama de Venn que ilustra os resultados a
nivel de espécie. Na tabela 3 destaca quais sdo 0s microrganismos comuns a todas
as amostras e os exclusivos de cada uma. 19 espécies foram comuns entre 0s cinco
manejos de solos. As amostras de solo apresentaram microrganismos exclusivos em
diferentes quantidades: a Mata Nativa revelou 7 microrganismos exclusivos, a
Pastagem Continua contou com 9, o Plantio Direto identificou 13, a Integracéo
Lavoura Pecuaria mostrou 15, e o Plantio Convencional apresentou apenas 1

microrganismo exclusivo.

Figura 7. Diagrama de Venn de interacdo das espécies de microrganismos
produtores da enzima a-amilase comuns a todas as amostras e exclusivos de cada
amostra. Solo 1: Mata Nativa; Solo 2: Pastagem Continua; Solo 3: Plantio Direto;

Solo 4: Integracdo Lavoura Pecuéaria; Solo 5: Plantio Convencional
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Tabela 3. Lista de espécies produtoras de a-amilase comum a todas as amostras de

solo e das espécies candidatas presentes exclusivamente em cada amostra de solo

Amostras

Espécies

Espécies comuns em todos o0s solos

"Acidobacteria bacterium”
"Candidatus Ozemobacter sibiricus"
"Pseudomonas aeruginosa”
"Thioploca ingrica"
"Verrucomicrobia bacterium”
"Roseiflexus sp."

"Anaerocolumna aminovalerica”

Mata Nativa (Solo 1)

"Geobacter sulfurreducens”
"Psychromonas hadalis"
"Methylobacter sp."
"Microcystis aeruginosa”
"filamentous cyanobacterium”
"Paenibacillus beijingensis”
"bacterium HR18"

Pastagem Continua (Solo 2)

"Candidatus Sumerlaea chitinivorans”
"Comamonadaceae bacterium”
"Planctomycetes bacterium HGW-
Planctomycetes-1"

"Bifidobacterium pseudocatenulatum”
"Dietzia cinnamea”

"Microbacterium aurum"
"Salinibacterium sp."”

"Oceanithermus profundus”
"Ignisphaera aggregans”

Plantio Direto (Solo 3)

"Comamonadaceae bacterium"
"Nitrosomonas communis”
"delta proteobacterium”
"Methylomicrobium lacus"
"Halomonas sp."
"Pseudomonas sp."
"Planctomycetes bacterium"
"Bifidobacterium adolescentis"
"Bifidobacterium angulatum®
"Arthrobacter crystallopoietes”
"Actinoplanes sp."
"Streptomyces laurentii”
"Rhizoctonia solani"
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Integracéo Lavoura Pecuaria (Solo 4) | "candidate division KSB1 bacterium”
"Dysgonomonas mossii”
"Bacteroidetes bacterium"
"Novosphingobium capsulatum®
"Ralstonia pickettii"
"Cystobacter sp."

"Alteromonas sp."
"Chromohalobacter canadensis”
"Corynebacterium ulcerans”
"Streptomyces albidoflavus”
"Streptomyces hundungensis”
"Streptomyces sp."
"Alicyclobacillus sp."
"Paenibacillus sonchi"
"Petrotoga mobilis"

Plantio Convencional (Solo 5) "Elusimicrobia bacterium"

Os seguintes microrganismos ocorreram simultaneamente em todas as
amostras de solo. Acidobacteria bacterium representa bactérias do solo sub-
representado, cujos membros sdo difundidos e copiosamente distribuidos por quase
todos os ecossistemas, as sequéncias de Acidobacteria sédo abundantes nos solos e
representam uma fracao significativa da comunidade microbiana do solo (Kalam et al
2020). Candidatus Ozemobacter sibiricus € comumente encontrada em comunidades
microbianas de reservatorios subterraneo profundo de aguas termais (KagHukos et al
2020). Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa e tem capacidade de
formar biofilmes resistentes a antibiéticos e sdo conhecidas por ser um patégeno
humano oportunista que provoca infeccbes agudas e crénicas graves em pessoas
com o sistema imunol6gico comprometido. (THI et al., 2020). Thioploca ingrica ocorre
em sedimentos salobras a de agua doce (MCKAY et al., 2023). Verrucomicrobia
bacterium é uma espécie pertencente ao filo Verrucomicrobia que é conhecido por ser
amplo e diversificado e que compreende principalmente espécies ndo cultivadas com
gendtipos desconhecidos (DUNFIELD et al., 2007). Roseiflexus sp encontrados em
fonte termal siliciosa alcalina (VAN DER MEER et al., 2010). Anaerocolumna
aminovalerica é levemente alcalifilica e sdo responsaveis pela fermentacéo de varios

carboidratos, incluindo xilana e produziram acetato, etanol e H2 (UEKI et al., 2016).
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Os seguintes microrganismos foram exclusivos do solo da Mata Nativa (Solo
1). Geobacter sulfurreducens, séo espécies redutoras de Fe (lIl) e sdo consideradas
incapazes de fixar o didxido de carbono (Zhang et al., 2020). Psychromonas hadalis,
espécie bacteriana com necessidade obrigatoria de pressao, denominada piezofilica,
foi identificada em amostras de sedimentos provenientes das profundezas da Fossa
do Japédo, coletadas a 7542 metros de profundidade (NOGI et al.,, 2007).
Methylobacter sp séo espécies de microorganismos que foram observados em
aglomerados mistos e em células individuais, sugerindo que sua interacdo nao esta
condicionada ao contato fisico entre as células (VAN GRINSVEN et al., 2021).
Microcystis aeruginosa, uma cianobactéria encontrada em ambientes de agua doce,
€ uma espécie frequentemente associada a floracbes (YANG et al., 2018).
Filamentous cyanobacterium compdem um conjunto diversificado e morfologicamente
complexo de microrganismos procariontes (KOMAREK et al., 2015). Paenibacillus
beijingensis é uma bactéria Gram-positiva que foi o primeiro exemplo de um polimero

semelhante a reuterano sintetizando 4,6-a-glucanotransferase (Gangoiti et al., 2017).

Os seguintes microrganismos foram exclusivos do solo de Pastagem Continua
(Solo 2). Candidatus Sumerlaea chitinivorans é uma nova espécie de bactéria
classificadas apés analises filogenéticas e gendmicas, pertencente ao filo candidato
Sumerlaeota (Kadnikov et al, 2019). Comamonadaceae bacterium uma bactérias de
agua doce, pertencente a familia Comamonadaceae, que € amplamente encontrada
em habitats de agua doce (Moon et al, 2018). A espécie de Planctomycetes bacterium
podem ser encontrados em uma variedade de ambientes, como oceanos, sedimentos
marinhos, lagos de agua doce, aguas residuais e solos terrestres (Fuerst et al., 2011).
Bifidobacterium pseudocatenulatum, que € uma espécie de bifidobactéria comum
encontrada nas fezes de adultos (Saito et al., 2020). Dietzia cinnamea pertence a
ordem de bactérias conhecida como Actinomycetales (Brown et al., 2022).
Microbacterium aurum bactéria pertencente ao género Microbacterium, e Ssao
espécies gram-positivas e sdo comuns em ambientes aquaticos e no solo (Lee et al.,
2023). A espécie Salinibacterium tem a capacidade de sobreviver em ambientes com

altas concentracéo de sal (Lu et al., 2023).
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5.8 Analise Estatistica

Na andlise estatistica representada na figura 8, a primeira comparacao destaca
a divergéncia entre as amostras de solo da Mata Nativa e do manejo de Pastagem
Continua. Observa-se uma significativa disparidade na presenca de microrganismos,
onde as espécies Thioploca ingrica, Acidobacteria bacterium, Cystobacter sp e
Candidatus Solibacter usitatus predominam no solo da Mata Nativa, enquanto
Nocardioides sp, Anaerocolumna aminovalerica, Achromobacter xylosoxidans,
Lacrimispora saccharolytica, Verrucomicrobia bacterium, Pseudomonas aeruginosa e
Roseiflexus sp sdo mais prevalentes no solo do manejo de Pastagem Continua. A
espécie de bactéria que apresentou maior ocorréncia foi Anaerocolumna
aminovalerica, uma bactéria anaerdbica que pode usar o hidrogénio como doador de

elétrons, responsavel pela funcao redutora de uranio (TANG et al., 2021).
Figura 8. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confiangca comparando os solos

da Mata Nativa e Pastagem Continua.

|___| Mata Nativa D Pastagem Continua
Intervalo de confianga de 95%

s__Nocardioides sp. URHA0032 f—o— —e— 0.059

s__Anaerocolumna aminovalerica F—=1 Y [ O - 0.080

s__Thioploca ingrica FP=——"—"4 — O { 0.186
s__Acidobacteria bacterium F——— — @ { 0.302 &
s__Achromobacter xylosoxidans |—q |—o:—| 0.398 E,
s__Lacrimispora saccharolytica f=—rq  — w— 0.398 §
s_ Cystobacter sp. Cbv34 F— —To— 0.518
s__Candidatus Solibacter usitatus = 00— 0.518 2
s__Verrucomicrobia bacterium B——q ———+—— 0.560 Z_

s__Pseudomonas aeruginosa Bl—0 f——— O] 0.560

s__Roseiflexus sp. RS-1 FB——m p—0—t— 0.560

! L ! ] | ] L |
0.0 20.0 =40 -30 -20 -10 O 10 20 30 40
Proporgao (%) Diferenca entre as proporgdes (%)

Na analise comparativa apresentada na figura 9, examinamos as amostras de
solo de Mata Nativa e do Plantio Direto. Destaca-se que 0sS microrganismos das

espécies Thioploca ingrica e Acidobacteria mantém uma maior ocorréncia no solo da

38



Mata Nativa, consistente com a compara¢do anterior devido & mesma amostra. Por
outro lado, as espécies Lacrimispora saccharolytica, Bradyrhizobium elkanii,
Planctomycetales bacterium, Streptomyces scopuliridis e Beauveria bassiana
demonstraram uma prevaléncia superior no solo do Plantio Direto, destacando a
auséncia dessas espécies no solo de Mata Nativa. A espécie que se destaca € a
Thioploca ingrica descoberta em locais proximos as fozes de rios, habitando
sedimentos bioturbados que exibem manchas sulfidricas de forma exclusiva
(HOGSLUND et al., 2010).

Figura 9. Analise estatistica (Stamp) do intervalo de confianca comparando os solos

da Mata Nativa e Plantio Direto.

I:I Mata Nativa D Plantio Direto

Intervalo de confianga de 95%
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s__Acidobacteria bacterium FHF——F—-3 } - O { 0.335 Z
] L | | |
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Na analise representada na figura 10, exploramos a comparacao entre as
amostras de solo de Mata Nativa e Integracdo Lavoura Pecuaria. Observa-se que os
microrganismos das espécies Thioploca ingrica e Acidobacteria mantém uma maior
ocorréncia no solo da Mata Nativa, em concordancia com a comparacao anterior
devido a mesma amostra, entanto observamos que as espécies Candidatus
Rokubacteria bacterium e Candidatus Solibacter usitatus também aparecem na
amostra de Mata Nativa. Em contrapartida, as espécies Beauveria bassiana,
Skermanella aerolata, Chloroflexi bacterium, Anaerocolumna aminovalerica,

Achromobacter xylosoxidans, Planctomycetales bacterium, Bradyrhizobium
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yuanmingense e Chthoniobacterales bacterium apresentam uma prevaléncia superior
no solo da Integracdo Lavoura Pecuaria. Destacasse a espécie Acidobacteria que sao
encontradas em diversos ecossistemas ao redor do globo e exibem uma notavel
abundancia e diversidade, destacando-se especialmente nos solos (SIKORSKI et al.,
2022).

Figura 10. Analise estatistica (Stamp) do intervalo de confiangca comparando os solos

da Mata Nativa e Integracdo Lavoura Pecuéria.
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I
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Na Figura 11, observa-se a comparacdo entre a amostra da Mata Nativa e o
Plantio Convencional, evidenciando que o0s microrganismos das espécies
Acidobacteria bacterium, Chloroflexi bacterium, Candidatus Rokubacteria bacterium,
Roseiflexus castenholzii, Cystobacter sp e Candidatus Solibacter usitatus apresentam
maior ocorréncia no solo da Mata Nativa, reafirmando a constatacdo anterior de
comparacdo com a mesma amostra. Por outro lado, as espécies Achromobacter
xylosoxidans, Beauveria bassiana, Skermanella aerolata, Nocardioides sp,
Anaerocolumna aminovalerica e Prevotella sp demonstraram maior presenca na
amostra de solo do Plantio Convencional, revelando uma elevada presenca dessas

espécies no solo.
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Figura 11. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Mata Nativa e Plantio Convencional.
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Na figura 12 observamos a comparacdo entre a amostra da Pastagem
Continua e Plantio Direto é possivel notar que o microrganismo das espécies
Anaerocolumna aminovalerica, Nocardioides sp, Verrucomicrobia bacterium,
Chloroflexi bacterium, Bradyrhizobiaceae bacterium, Actinomyces sp, Microbacterium
aurum, Achromobacter xylosoxidans e Roseiflexus sp tiveram maior ocorréncia no
solo da Pastagem Continua. E as espécies Planctomycetales bacterium e
Streptomyces scopuliridis tiveram maior ocorréncia na amostra de solo do Plantio

Direto.
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Figura 12. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Pastagem Continua e Plantio Direto.
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Na andlise representada pela figura 13, destaca-se a comparagdo entre as
amostras de Solo de Integracdo Lavoura Pecuéria e Pastagem Continua. E possivel
notar que os microrganismos da espécie Nocardioides sp, Verrucomicrobia bacterium,
Anaerocolumna aminovalerica, Bradyrhizobium sp e Roseiflexus sp tiveram maior
ocorréncia no solo da Integracdo Lavoura Pecuéaria. JA as espécies Beauveria
bassiana, Planctomycetales bacterium e Skermanella aerolata tiveram a maior

ocorréncia na amostra de solo da Pastagem Continua.
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Figura 13. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Integracdo Lavoura Pecuéria e Pastagem Continua.
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Ao analisar a figura 14, destaca-se a analise comparativa entre as amostras
de Pastagem Continua e Plantio Convencional. Observa-se que 0s microrganismos
pertencentes as espécies Chloroflexi bacterium, Candidatus Rokubacteria bacterium,
Verrucomicrobia bacterium, Roseiflexus sp, Pseudomonas aeruginosa e
Anaerocolumna aminovalerica apresentaram uma ocorréncia mais proeminente no
solo da Pastagem Agroecolégica, enquanto as espécies Skermanella aerolata,
Prevotella sp, Thioploca ingrica, Beauveria bassiana e Achromobacter xylosoxidans

demonstraram maior prevaléncia na amostra de solo do Plantio Convencional.
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Figura 14. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Pastagem Continua e Plantio Convencional.
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Ao examinar a figura 15, evidencia-se a analise comparativa entre as amostras
de Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio Direto. Observa-se que 0 microrganismo
pertencente a espécie Candidatus Rokubacteria bacterium apresentou uma
ocorréncia mais proeminente no solo do Integracdo Lavoura Pecuéria, enquanto as
espécies Chloroflexi bacterium, Anaerocolumna aminovalerica, Beauveria bassiana,
Skermanella aerolata, Bradyrhizobium yuanmingense, Chthoniobacterales bacterium,
Candidatus Accumulibacter phosphatis, Achromobacter xylosoxidans, Roseiflexus
castenholzii e Cystobacter sp demonstraram maior prevaléncia na amostra de solo de
Plantio Direto. E relevante notar que o solo de Plantio Direto exibiu uma presenca

substancial de espécies em comparacao ao solo de Integracdo Lavoura Pecuéria.

44



Figura 15. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Integracdo Lavoura Pecuéria e Plantio Direto.
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Na figura 16 se encontra a comparacdo entre a amostra da Plantio
Convencional e Plantio Direto é possivel notar que os microrganismos das espécies
Candidatus Rokubacteria bacterium e Planctomycetales bacterium tiveram maior
ocorréncia no solo do Plantio Convencional. E as espécies Nocardioides sp,
Skermanella aerolata, Prevotella sp e Anaerocolumna aminovalerica tiveram maior

ocorréncia no manejo de Plantio Direto.
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Figura 16. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Plantio Convencional e Plantio Direto.
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Ao analisar a figura 17, destaca-se a comparacdo entre as amostras de
Integragdo Lavoura Pecuaria e Plantio Convencional. Observa-se que o0s
microrganismos pertencentes as espécies Chloroflexi bacterium, Planctomycetales
bacterium, Cystobacter sp, Roseiflexus castenholzii, Chthoniobacterales bacterium e
Beauveria bassiana apresentaram maior ocorréncia no solo de Integragdo Lavoura
Pecuaria. Ja as espécies Nocardioides sp, Prevotella sp e Beauveria bassiana
apresentaram maior ocorréncia no manejo de Plantio Convencional. E relevante notar
gue o solo de Integracdo Lavoura Pecuaria exibiu uma presenca substancial de
espécies. a espécie Beauveria bassiana se destaca essa analise estatistica essa
espécie de bactéria desempenha uma funcédo essencial no controle de uma vasta
gama de artropodes prejudiciais em ambientes agricolas, veterinarios e florestais
(MASCARIN et al., 2016).
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Figura 17. Andlise estatistica (Stamp) do intervalo de confianga comparando os solos
da Integracdo Lavoura Pecuaria e Plantio Convencional.
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As andlises das cinco amostras de solo revelaram que as espécies mais
prevalentes incluem Acidobacteria bacterium, Thioploca ingrica, Anaerocolumna
aminovalerica e Roseiflexus sp. Essas espécies mostraram-se consistentes em todas
as amostras, conforme indicado pelo diagrama de Venn gerado pela ferramenta
InteractiVenn, evidenciando uma presenca comum e significativa desses
microrganismos na diversidade microbiana do solo analisado. Essa consisténcia

destaca a importancia dessas espécies ha ecologia microbiana do ambiente estudado.

A espécie Acidobacteria bacterium, integrante do filo Acidobacteria, exibe
ampla distribuicdo em ecossistemas variados, com sequéncias notavelmente
abundantes nos solos, formando parte significativa da comunidade microbiana. Estas
bactérias, apesar de desafiadoras de cultivar em laboratério, demandam pesquisas
continuas para compreender suas caracteristicas fisiologicas e funcdes especificas,
ressaltando a importancia de desvendar seu papel nos ciclos biogeoquimicos e na

ecologia do solo (KALAM et al., 2020).
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A espécie Thioploca ingrica é um tipo de bactéria filamentosa encontrada em
ambientes aquéticos, especialmente em sedimentos marinhos ricos em nutrientes e
desempenham um papel crucial nos ciclos biogeoquimicos, participando ativamente

na ciclagem de enxofre em ambientes aquaticos (JORGENSEN et al., 2015).

Roseiflexus sp € uma bactéria fototréfica anaerdbica, pertencente ao grupo das
bactérias verdes ndo sulfurosas. Essas bactérias tém a capacidade de realizar

fotossintese sem a producéo de enxofre (BENNETT et al., 2020).

6. CONCLUSOES
Foi possivel classificar taxonomicamente os microrganismos produtores da
enzima a-amilase nas amostras de solo. Um total de 87.472 microrganismos foram

classificados.

Foram observadas variacdes estatisticamente significativas as espécies de
microrganismos produtores de a-amilase. Segundo a analise estatistica as espécies,
Acidobacteria bacterium, Thioploca ingrica, Anaerocolumna aminovalerica e
Roseiflexus sp foram as espécies predominantes nas comparacdes entre os solos,

sendo encontradas em abundancia em todas as amostras analisadas.

Foi possivel verificar que os diferentes tipos de manejos de solos exibiram
variacOes estatisticamente significantes na propor¢do de microrganismos produtores

de a-amilase.

Esse trabalho oferece contribuicbes fundamentais para investigacoes
subsequentes sobre microrganismos envolvidos na produgdo de a-amilase em
amostras de solo. Esses achados estabelecem uma base valiosa para pesquisas
futuras, abrindo caminho para a compreensdo mais aprofundada dos processos

biolégicos.
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