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RESUMO

FERNANDES, A. F. T. Atrazina: biodegradacdo e efeitos na comunidade
bacteriana do solo. 2018. 73f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

A atrazina, um herbicida triazinico amplamente utilizado no controle de ervas
daninhas, € um potencial contaminante ambiental, e possui como principal via de
degradacdo uma via bioldgica. A linhagem Pseudomonas sp. ADP €& o micro-
organismo de referéncia no processo de degradacdo da atrazina em ambientes
contaminados, pois contém em seu genoma 0s genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE e
atzF, os quais codificam as enzimas responsaveis pelo processo de degradacao.
Bactérias gram-positivas também possuem capacidade para degradar a atrazina,
mas iniciam a via de degradacado atravées do gene trzN, analogo ao atzA. O objetivo
do presente trabalho foi obter e analisar isolados bacterianos e consércios formados
por duas ou mais bactérias com capacidade para degradacdo completa do herbicida
atrazina, como também analisar os efeitos da atrazina na comunidade bacteriana do
solo. Duas bactérias gram-negativas, A0O1 e A02, foram isoladas de amostras de
solo e foram identificadas como pertencentes aos géneros Achromobacter e
Pseudomonas, respectivamente, através do sequenciamento do gene 16S rRNA.
Ambos 0s micro-organismos apresentaram potencial para biodegradacdo da
atrazina em meio sélido, mas somente o isolado Pseudomonas sp. apresentou todos
0S genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE e atzF, que codificam as enzimas da via
completa de degradacdo da atrazina. O isolado Achromobacter sp. apresentou
somente 0s genes atzA, atzB e atzC, que representam a via inicial de degradacéao
da atrazina até a formacao de acido cianurico como metabdlito. Um ensaio utilizando
o método Southern Blot foi realizado para verificar se 0os genes atz detectados nos
isolados do estudo sdo plasmidiais, sendo que apenas o isolado Pseudomonas sp.
apresentou plasmideo. A expressao dos genes atzA, atzB, atzC e atzD foi avaliada
pelo método Northern Blot, contudo apenas o isolado Pseudomonas sp. apresentou
expressao diferencial apds tratamento com atrazina. Analises em HPLC/DAD e LC-
MS/MS demonstraram que o isolado Pseudomonas sp. apresenta um perfil de
degradacdo da atrazina semelhante ao perfii do micro-organismo padréo
Pseudomonas sp. ADP, sendo apto a degradar 99% de atrazina in vitro em 24
horas. Ja o isolado Achromobacter sp. apresentou um perfil de degradacgéo lento,
com inicio do processo apds 24 horas. Os trés metabdlitos iniciais formados pela
degradacédo da molécula de atrazina foram detectados em amostras contendo tanto
o isolado Pseudomonas sp. quanto o isolado Achromobacter sp. O consorcio
bacteriano composto pelos dois isolados deste estudo ndo apresentou eficiéncia de
degradacédo superior as culturas puras. Por fim, um experimento de campo foi
realizado com o objetivo de analisar os efeitos da atrazina na comunidade
bacteriana do solo. O herbicida atrazina foi aplicado ao solo e amostras foram
coletadas para andlise através das técnicas de gPCR e Sequenciamento de Nova
Geracdo. Foi possivel observar que a abundancia dos genes responsaveis pelo
inicio da via de degradacdo da atrazina se altera ao longo do tempo, sendo que o
aumento mais expressivo foi observado no gene trzN, comumente encontrado em
bactérias gram-positivas com capacidade para degradar a atrazina. O
sequenciamento do gene 16S rRNA indicou que a aplicacdo de atrazina ao solo nao
provocou mudangas significativas na comunidade bacteriana. As amostras
apresentaram alta diversidade antes e apds o tratamento com atrazina e a analise



da abundéancia relativa mostrou pequenas diferencas na abundancia de familias
apos quatro e oito semanas de aplicacdo da atrazina ao solo. Assim, é possivel
sugerir que a aplicacdo do herbicida atrazina ao solo nas doses recomendadas néo
provoca danos significativos na estrutura da comunidade bacteriana do solo.

Palavras-chave: atrazina, biodegradagcéo, expressdo dos genes atz, qPCR,
metataxondmica.



ABSTRACT

FERNANDES, A. F. T. Atrazine: biodegradation and effects on soil bacterial
community. 2018. 73f. Thesis (Doctorade). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

Atrazine, a triazine herbicide widely used to control broadleaf weeds, is a potential
contaminant of soils, groundwater, rivers, lakes and oceans. Its main route of
degradation is a biological pathway. Pseudomonas sp. ADP is a standard bacterium
in the process of atrazine mineralization in contaminated environments, because it
possesses a plasmid that contains the genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE and atzF,
which encode the enzymes responsible for the atrazine degradation process. Gram-
positive bacteria also have the ability to degrade atrazine, but the degradation starts
through the trzN gene, wich is analogue to atzA. The aim of the present work was to
obtain and analyze a bacterial isolate or a consortium formed by two or more bacteria
capable of completely degrade the herbicide atrazine and to analyze the effects of
atrazine on the soil bacterial community. Two gram-negative microorganisms, A0l
and A02, were isolated from soil samples and were identified as Achromobacter sp.
and Pseudomonas sp., respectively, through the sequencing of the 16S rRNA gene.
Both microorganisms showed potential to degrade atrazine on solid medium, but only
the isolate Pseudomonas sp. presented the genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE and
atzF that are essential for the biodegradation process. Achromobacter sp. presented
only the atzA, atzB and atzC genes, which represent the initial pathway of atrazine
degradation that leads to the formation of cyanuric acid. An assay using Southern
Blot was performed to verify if the atz genes detected in the isolates were located on
plasmid, however only Pseudomonas sp. showed a plasmid. The atz gene
expression was evaluated through Northern Blot methodology, but only
Pseudomonas sp. showed differential expression after atrazine induction. Analyzes
in HPLC/DAD and LC-MS/MS demonstrated that the isolate Pseudomonas sp.
presents an atrazine degradation profile similar to the profile of Pseudomonas sp.
ADP and is capable of degrading 99% of atrazine in vitro. The strain Achromobacter
sp. presented a slow degradation profile and started the degradation process after 24
hours of incubation. The three initial metabolites formed after atrazine degradation
were detected in samples containing both Pseudomonas sp. and Achromobacter sp.
The bacterial consortium composed of the two isolates of this study did not show
higher degradation efficiency than pure cultures. Lastly, a field experiment was
performed in order to study the effects of atrazine on the soil bacterial community.
The herbicide atrazine was applied to the soil and samples were collected to be
analysed using gPCR and Next Generation Sequencing. It was possible to observe
that the abundance of the atz genes that initiate the degradation process is changed
over time. A significant increase was observed on trzN, which is commonly found in
gram-positive bacteria that is capable of degrading atrazine. 16S rRNA gene
sequencing indicated that atrazine application to soil do not cause significant
changes in the bacterial community. Soil samples presented high diversity before
and after atrazine treatment and the relative abundance analysis showed slight
differences in families abundance after four and eight weeks of atrazine application to
soil. Therefore, the results suggest that the use of atrazine in recommended doses
does not cause significant damage to the structure of the soil bacterial community.

Keywords: atrazine, biodegradation, atz gene expression, gPCR, metataxonomic.



RESUMEN

FERNANDES, A. F. T. Atrazina: biodegradacién y efectos en la comunidad
bacteriana del suelo. 2018. 73f. Tesis (Doctorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto - Universidade de Sao Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

La atrazina, un herbicida triazinico ampliamente utilizado en el control de las malas
hierbas, es un potencial contaminante ambiental, y tiene como principal via de
degradacion una via biolégica. El linaje Pseudomonas sp. ADP es el microorganismo
de referencia en el proceso de degradacion de la atrazina en ambientes
contaminados, pues contiene en su genoma los genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE y
atzF, los cuales codifican las enzimas responsables del proceso de degradacion. Las
bacterias gram-positivas también poseen capacidad para degradar la atrazina, pero
inician la via de degradacion através del gen trzN, analogo al atzA. El objetivo del
presente trabajo fue obtener y analizar aislados bacterianos y consorcios formados
por dos o0 mas bacterias con capacidad para degradaciéon completa del herbicida
atrazina, asi como analizar los efectos de la atrazina en la comunidad bacteriana del
suelo. Dos bacterias gram-negativas, A01 y A02, fueron aisladas de muestras de
suelo y fueron identificadas como pertenecientes a los géneros Achromobacter y
Pseudomonas, respectivamente, através de la secuenciacion del gen 16S rRNA.
Ambos microorganismos presentaron potencial para biodegradacion de la atrazina
en medio sélido, pero sélo el aislado Pseudomonas sp. presentd todos los genes
atzA, atzB, atzC, atzD, atzE y atzF, que codifican las enzimas de la via completa de
degradacion de la atrazina. El aislado Achromobacter sp. presentd sélo los genes
atzA, atzB y atzC, que representan la via inicial de degradacion de la atrazina hasta
la formacién de acido cianurico como metabdlico. Un ensayo utilizando el método
Southern Blot fue realizado para verificar si los genes atz detectados en los aislados
del estudio son plasmidicos, siendo que el aislado Pseudomonas sp. presentd
plasmido. La expresion de los genes atzA, atzB, atzC y atzD fue evaluada por el
meétodo Northern Blot, pero sélo el aislado Pseudomonas sp. present6 una expresion
diferencial después del tratamiento con atrazina. Los analisis en HPLC/DAD y LC-
MS/MS demostraron que el aislado Pseudomonas sp. presenta un perfil de
degradacion de la atrazina similar al perfil del microorganismo Pseudomonas sp.
ADP, siendo capaz de degradar 99% de atrazina en medio liquido en 24 horas. El
aislado Achromobacter sp. presentdé un perfil de degradacién lenta, con inicio del
proceso de degradacion después de 24 horas. Los tres metabolitos iniciales
formados por la degradacion de la molécula de atrazina se detectaron en muestras
gue contenian tanto el aislado Pseudomonas sp. como el aislado Achromobacter sp.
El consorcio bacteriano compuesto por los dos aislados de este estudio no presentd
eficiencia de degradacion superior a los cultivos puros. Por ultimo, un experimento
de campo fue realizado con el objetivo de analizar los efectos de la atrazina en la
comunidad bacteriana del suelo. El herbicida atrazina fue aplicado al suelo y
muestras fueron recolectadas para analisis através de las técnicas de qPCR y
Secuenciacion de Nueva Generacion. Se pudo observar que la abundancia de los
genes responsables del inicio de la via de degradacion de la atrazina se altera a lo
largo del tiempo, siendo que el aumento mas expresivo fue observado en el gen
trzN, comunmente encontrado en bacterias gram-positivas con capacidad para
degradar la atrazina. La secuenciacion del gen 16S rRNA indicé que la aplicacion de
atrazina al suelo no provoc6 cambios significativos en la comunidad bacteriana. Las
muestras presentaron alta diversidad antes y después del tratamiento con atrazina y



el andlisis de la abundancia relativa mostré pequefias diferencias significativas en la
abundancia de familias después de cuatro y ocho semanas de aplicacion de la
atrazina al suelo. Asi, es posible sugerir que la aplicacién del herbicida atrazina al
suelo a las dosis recomendadas no provoca dafios significativos en la estructura de
la comunidad bacteriana del suelo.

Palabras clave: atrazina, biodegradacion, expresion de los genes atz, qPCR,
metataxonomica.
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1 Introducéo

Os agrotéxicos fazem parte da vida moderna desde os anos 1940, quando
inseticidas organoclorados foram utilizados pela primeira vez para controlar pragas
nas lavouras. Atualmente, esses compostos sdo usados para proteger culturas
agricolas, graos armazenados e na erradicacdo de pragas que transmitem doencas
infecciosas (GILL; GARG, 2014).

No processo de aumento da producdo mundial de alimentos, os agrotoxicos
tém sido usados em maiores quantidades do que no passado. De fato, o gasto
mundial com uso de defensivos agricolas foi estimado em 38 bilhdes de dolares por
ano (PAN-GERMANY, 2012). Neste contexto, o Brasil figura entre os maiores
consumidores de agrotoxicos do mundo, pois possui uma grande area plantada e
clima tropical, que ndo permite o controle natural de pragas agricolas durante os
meses de inverno, como acontece em paises de clima temperado (LUIZ, 2015). No
Brasil, o mercado de agrotoxicos cresceu 190% entre 2000 e 2010, superando o
crescimento mundial de 93% (Figura 1). Em 2014, houve ainda um aumento de 13%
nas vendas de agrotéxicos no pais (IBGE, 2015; IBAMA, 2016; MINISTERIO DA
SAUDE, Brasil, 2016).

Figura 1 - Consumo de agrotdxicos no Brasil (2000 - 2014).
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Fonte: IBAMA / Consolidacdo de dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos técnicos,
agrotoxicos e afins, conforme Artigo 41 do Decreto 4074/2002. Dados atualizados em 06/04/2016.

Se utilizados corretamente, os agrotéxicos exercem efeitos positivos nas
culturas agricolas, mas a nao observancia das recomendacfes de dose a ser
utilizada, intervalo entre as aplicacfes, prazo de caréncia (periodo entre a aplicacao

do produto e a data da colheita), regulagem de equipamentos de aplicacdo e mistura
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nao recomendada de produtos pode levar a contaminacdo de solos e mananciais,
assim como a contaminacao de produtos comestiveis (LUIZ, 2015).

Compostos quimicos como o0s agrotoxicos podem sofrer diversas
transformacdes e serem transferidos através de compartimentos ambientais,
alcancando assim ecossistemas fora da area de aplicacdo e exercendo efeitos
toéxicos em organismos nao alvos (CARVALHO, 2017). Estes compostos podem ser
encontrados no ar, no solo, na poeira, nos alimentos, na agua e em produtos para
consumo humano (FOSTER et al., 2017). Os agrotéxicos atingem os reservatérios
de agua por escoamento ou drenagem induzida pela chuva ou irrigacdo. Ja a
presenca de agrotdoxicos no ar pode ser causada por varios fatores, incluindo a
dispersdo dos compostos durante a pulverizacdo, a volatilizacdo das superficies
tratadas e a aplicacdo aérea, possivelmente afetando a salde de peixes, anfibios e
aves (GILL; GARG, 2014).

Os agrotoxicos tendem a se acumular no solo depois de repetidas aplicacoes,
podendo causar impacto ao ambiente mesmo se usados nas doses recomendadas.
Além disso, esses compostos entram na cadeia alimentar e provocam efeitos
agudos e crbnicos em humanos. A exposicdo a produtos quimicos sintéticos como
0S agrotoxicos estd relacionada ao desenvolvimento de céancer, problemas
enddcrinos e outras doencas. A rota de exposicdo humana mais frequente é através
da alimentacdo, mas exposi¢cdes por via inalatéria e dérmica também devem ser
consideradas (CARVALHO, 2017; FOSTER et al., 2017).

Deste modo, é essencial entender o papel dos agrotdéxicos no ambiente do
solo para que os riscos de contaminacdo e os impactos decorrentes do uso sejam
avaliados, visto que a producéo intensiva de alimentos ndo podera dispensar 0 uso
de agroquimicos nos préximos anos (CARVALHO, 2017). Portanto, considerando
gue a saude humana deve ser preservada e que o0 solo e a agua sao recursos
finitos, pesquisas intensivas para conservacao e restauracdo do solo e dos

ecossistemas séo indispensaveis.

1.1 Herbicidas
Os herbicidas sdo compostos quimicos capazes de matar ou suprimir o
crescimento de espécies especificas. S8o amplamente utilizados na agricultura para

controlar o desenvolvimento de ervas daninhas, plantas que crescem e disputam
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espaco, agua, nutrientes e sais minerais com as plantas cultiviveis de interesse
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2005; ROMAN et al., 2005).

Os herbicidas se dividem em duas classes de acordo com a forma de
aplicacdo, podendo ser aplicados diretamente no solo ou nas folhas. Quando
aplicados diretamente nas folhas, os herbicidas sdo classificados como herbicidas
de contato, os quais exercem efeito somente no local de contato com a planta, e
herbicidas sistémicos, que sdo absorvidos pela planta e transportados até os sitios
de acdo (MARCHI et al., 2008). Além disso, sdo também caracterizados quanto ao
mecanismo de acédo (inibidores de proteinas e enzimas, inibidores da divisédo celular,
inibidores da biossintese de lipidios e aminoacidos e inibidores do transporte de
elétrons na fotossintese), grupo quimico, uso (aplicados diretamente no solo, pré-
emergentes e pds-emergentes) e tipos de plantas controladas (ROMAN et al., 2005).

Em todo o mundo, os herbicidas representam 40% de todos os agrotéxicos
utilizados no campo com o objetivo de controlar pragas agricolas (PROSSER et al.,
2016). No Brasil, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2013),
os herbicidas representam, em média, 45% dos agrotoxicos comercializados (Figura

2), sendo que a atrazina configura como o segundo herbicida mais usado no pais.

Figura 2 - Agrotéxicos comercializados no Brasil no ano de 2012.
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Fonte: ANVISA, Brasil - Relatério de Atividades 2012.

Apesar da importédncia do uso de herbicidas no aumento da produgéo
agricola, os efeitos negativos em organismos nao alvos, incluindo micro-organismos,
devem ser considerados. Esses efeitos podem ser diretos, como a diminuicdo na
abundancia de plantas, ou indiretos, como diminuicdo na abundancia de organismos

em resposta a degradacdo do habitat (PROSSER et al.,, 2016). Alem disso, a
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exposicao a herbicidas em longo prazo provoca efeitos negativos na fertilidade do
solo, ja que pode causar mudancas na comunidade microbiana responsavel pelos
processos de decomposicéo, mineralizagdo e ciclagem de nutrientes (PERUCCI et
al., 2000). De fato, altas concentracdes de herbicidas levam a significativa reducéo
na contagem de micro-organismos em amostras de solo (SEBIOMO et al., 2010). O
uso de herbicidas também foi relacionado a reducéo de bactérias promotoras de
crescimento na rizosfera e aumento de espécies bacterianas gram-positivas
(JACOBSEN; HIELMS@, 2014).

1.2 Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) ¢ um herbicida
pertencente a familia das s-triazinas, que inclui também a simazina e a cianazina
(Figura 3). E um composto polar, fracamente basico, possui baixa pressdo de vapor
e peso molecular igual a 215,69 g.mol®. E soltvel em diferentes solventes
organicos, tais como acetato de etila, acetona, benzeno, cloroférmio, etanol e éter,
entretanto, a solubilidade em agua é moderada (33,0 mg.LY). A atrazina foi
introduzida no mercado agricola a partir dos anos 1960 e pode também ser usada
juntamente com outros agrotoxicos. Suas propriedades quimicas favorecem a
contaminacgao de aguas superficiais e subterraneas devido a alta susceptibilidade da
atrazina a lixiviacdo e ao escoamento (RIBAUDO; BOUZAHER, 1994; FAN; SONG,

2014).

Figura 3. Estrutura quimica da molécula de atrazina.

Fonte: o autor.

A atrazina € um importante herbicida na producdo de milho e & também
amplamente utilizada em culturas de sorgo e cana-de-agucar. A aplicacdo pode ser
feita antes do preparo do solo e em pré ou pos-emergéncia das plantas daninhas. E
um herbicida bem tolerado pelo milho e sorgo, que absorvem e metabolizam esse
composto, inativando-o em seguida (RIBAUDO; BOUZAHER, 1994). E classificado

como um herbicida sistémico e seletivo, pois atua apenas no controle das ervas de
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folhas largas com pouco ou nenhum dano a cultura (JAVARONI et al., 1999; DUTTA,
SINGH, 2013).

A atrazina é absorvida pelas plantas através das raizes apos a germinacéo. O
transporte dessa molécula até as folhas € feito via xilema. Nas folhas, atua através
da inibicdo do fotossistema Il (FSIl), operando como inibidora do transporte de
elétrons na fase luminosa (MARIN-MORALES et al., 2013). A molécula de atrazina
liga-se a proteina D; no sitio de acoplamento a plastoquinona Qg, um aceptor de
elétrons, impedindo a transferéncia dos elétrons do FSIlI para o FSI e paralisando o
processo fotossintético. A inibicdo da sintese de energia leva ao esgotamento das
reservas e a formacdo de radicais tdéxicos que rompem a membrana dos
cloroplastos. Os sintomas nas plantas daninhas se manifestam através da clorose,
necrose e morte. Se aplicada em pdés-emergéncia, a atrazina é absorvida através
das folhas, onde penetra rapidamente e atua por contato (ROMAN et al., 2005;
MARCHI et al., 2008).

Apesar de ser considerada moderadamente tdxica, a atrazina pode causar
danos no DNA de organismos aquaticos e interferir no equilibrio do ecossistema
(PRATT et al., 1988; CAVAS, 2011). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos classificou a atrazina como um produto quimico da classe C - potencialmente
carcinogénico - ap0s estudos demonstrarem que a atrazina causa cancer em ratos
que receberam altas doses do produto (USEPA, 2006). Também em estudos de
toxicidade cronica em animais, diversos efeitos adversos no coragao, pulmao, rins,
figado, baco, glandulas adrenais e cérebro foram observados (RIBAUDO;
BOUZAHER, 1994). A exposicdo a atrazina em longo prazo foi também associada
ao aumento do risco de cancer de ovario e do cancer de mama em humanos
(SANDERSON et al., 2000). Além disso, a atrazina é considerada um desregulador
enddcrino, pois pode interferir na homeostase dos horménios estrogénicos ao induzir
a atividade da enzima aromatase, responsavel por catalisar a conversao de
testosterona a estrogeno (SANDERSON et al., 2000; MORAES et al., 2008; CARMO
et al., 2013). Nas ultimas décadas, diversos estudos demonstraram a feminilizagéo
de peixes, répteis, anfibios e mamiferos apdés exposicdo prolongada a atrazina
(CARMO et al., 2013).
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1.2.1 Efeitos da atrazina na microbiota do solo

O solo é um sistema complexo que abriga a maior diversidade microbiana no
ambiente terrestre, portanto € essencial para o equilibrio e o funcionamento do
ecossistema (LEITE, 2007; ROESCH et al., 2007). A fracdo biol6gica do solo é
formada principalmente por micro-organismos, os quais realizam funcdes vitais para
a estruturacdo do solo, tais como decomposicdo da matéria organica, ciclagem de
nutrientes, degradacdo de substancias téxicas, controle biolégico de patégenos e
solubilizacdo de minerais (LEITE, 2007). A composicdo do solo influencia a
diversidade microbiana, que varia de acordo com fatores abidticos como
temperatura, umidade e pH, e também devido a fatores bidticos como competicédo e
parasitismo (KAKIRDE et al., 2010).

Estima-se que um grama de solo contém milh&es de bactérias, arqueas, virus
e fungos. Esta complexa biodiversidade de organismos é chamada de biomassa
microbiana do solo, sendo que grande parte permaneceu inexplorada por varias
décadas. O desenvolvimento de meétodos moleculares baseados em A&cidos
nucléicos permitiu um grande avanco no estudo da ecologia microbiana do solo, ja
gue apenas cerca de 1% destes micro-organismos pode ser cultivado em meios de
cultura tradicionalmente usados em laboratorio (HIRSCH et al., 2010; KAKIRDE et
al., 2010).

A atrazina inibe o crescimento de organismos fotossintetizantes como
algumas espécies de algas encontradas no solo e em ambientes aquaticos
(HUSSAIN et al., 2009). Estes organismos sdo comumente utilizados como
bioindicadores de qualidade ambiental, pois sdo sensiveis a diversas substancias
toxicas. Além disso, alguns estudos demonstraram que uma Unica aplicacdo de
atrazina no solo pode resultar em mudancas na estrutura da comunidade
microbiana, causando diminuicdo de bactérias gram-negativas, aumento da
populacdo de bactérias gram-positivas e diversidade microbiana reduzida com o
tempo (BANKS et al., 2014; CHEN et al., 2015). Saez et al. (2006) mostraram que a
atrazina também inibe o crescimento e a atividade desnitrificante da bactéria
Xanthobacter autotrophicus in vitro. Apds uma aplicacdo de herbicidas, a
comunidade microbiana do solo pode levar até oito semanas para se estabilizar
(MORETTO et al.,, 2017), mas em longo prazo, repetidas aplicacbes de atrazina
pode causar mudancas significativas na estrutura da comunidade bacteriana do solo
(SEGHERS et al., 2003).
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1.2.2 Biodegradacéo da atrazina

A persisténcia de um determinado herbicida no solo depende de processos de
dissipacéo incluindo a degradacédo, que pode ser quimica, fisica ou biol6gica. A
degradagcdo pode resultar na mineralizacdo completa do herbicida ou na sua
conversdo em metabdlitos (PELIZZETTI et al.,, 1990; BALMER; SULZBERGER,
1999; CARVALHO, 2013).

O herbicida atrazina é degradado lentamente no meio ambiente, com uma
meia-vida entre 13 e 260 dias, de acordo com variacbes ambientais e condi¢cbes do
solo (USEPA, 2006). Quando o ambiente do solo muda de aerdbio para anaerébio, a
taxa de degradacdo cai consideravelmente e pode levar até 660 dias. Ao atingir
reservatérios de agua, a persisténcia do composto aumenta, podendo chegar a dois
anos (RIBAUDO; BOUZAHER, 1994).

A principal via de transformacédo da atrazina no solo € a via biolégica. A
biodegradacdo da atrazina é realizada por bactérias e fungos que fazem parte da
microbiota do solo. As transformacées da molécula ocorrem através do
deslocamento enzimatico e hidrolitico de substituintes dos atomos de carbono que
formam o anel s-triazinico (SHAPIR et al., 2007). As modificacdes da molécula de
atrazina incluem a descloracéo, n-desalquilacdo e formacao de acido ciandrico como
principal metabdlito intermediario, seguido de transformacdes hidroliticas que
resultam na clivagem do anel s-triazinico e mineralizacdo completa com liberacéo de
amonia (Figura 4). O nitrogénio resultante do metabolismo da atrazina é utilizado
pelos micro-organismos do solo (DUTTA; SINGH, 2013).
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Figura 4 - Transformacdes da molécula de atrazina e formacdo de metabdlitos intermediarios.
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Fonte: Adaptado de Udikovic-Kolic et al., 2013.

Shapir et al. (2007) sugerem que 0 processo realizado pelos micro-
organismos do solo e descrito acima evoluiu e se espalhou recentemente, pois 0s
primeiros estudos de degradacdo da atrazina reportam um metabolismo através da
desalquilacdo. O processo através da desalquilacdo ndo leva a mineralizacéo
completa da molécula e forma os subprodutos desetilatrazina (DEA) e
desisopropilatrazina (DIA) (Figura 5), que sao frequentemente detectados em
amostras de agua e apresentam o mesmo perfil toxicolégico da molécula de atrazina
(NAGY et al., 1995; COELHO; BERNARDO, 2017).

Figura 5 - Estrutura quimica dos subprodutos clorados da molécula de atrazina resultantes de
degradacéo por desalquilacéo.
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Fonte: Adaptado de Sene et al. 2010.
DEA: desetilatrazina e DIA: desisopropilatrazina.
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1.2.3 Micro-organismos degradadores de atrazina

O metabolismo de compostos triazinicos tem sido amplamente estudado e os
genes que codificam as enzimas envolvidas no processo de degradacao da atrazina
ja foram identificados e caracterizados (VIBBER et al., 2007).

A linhagem Pseudomonas sp. ADP (de Atrazine Degrading Pseudomonas) &
um micro-organismo de referéncia para a mineralizacdo da atrazina (DE SOUZA et
al., 1996). Este isolado possui um plasmideo autotransmissivel denominado pADP-
1, onde localizam-se o0s genes que codificam as enzimas responsaveis pela
mineralizacdo desse herbicida (DE SOUZA et al., 1998b; WACKETT et al., 2002). A
mineralizacdo da atrazina pela Pseudomonas sp. ADP envolve seis etapas
enziméticas codificadas pelos genes atzA, atzB e atzC e pelo operon atzDEF. Os
produtos dos genes atzA, atzB e atzC sao responsaveis pela remocédo do cloro e dos
residuos de isopropilamina e etilamina para produzir 4cido cianurico (SADOWSKY et
al., 1998; GARCIA-GONZALEZ et al., 2005). Para completar o processo de
degradacdo da molécula de atrazina, o regulador atzR atua na ativacdo do operon
atzDEF que codifica as enzimas responsaveis pela transformacéo do acido cianurico
em NHz e CO, (SHAPIR et al., 2005; PORRUA et al., 2010).

A biodegradacdo da atrazina ndo é realizada somente por bactérias do
género Pseudomonas. Nas Ultimas décadas, diversas espécies bacterianas
pertencentes ao género Arthrobacter foram isoladas de solos contaminados com
atrazina em diferentes paises. Estes micro-organismos apresentam altas taxas de
degradacédo da atrazina in vitro e um conjunto de genes diferente daquele observado
na Pseudomonas sp. ADP (FAN; SONG, 2014). Os genes atzB, atzC e trzN, foram
detectados em isolados do género Arthrobacter e em outras espécies bacterianas
gram-positivas (VAISHAMPAYAN et al., 2007; El SEBAI et al., 2011; ZANG et al.,
2011; WANG; Xl, 2012). O gene trzN, assim como o gene atzA, codifica uma enzima
pertencente a superfamilia amidohidrolase, que participa da transformagdo da
molécula de atrazina em hidroxiatrazina. Apesar de apresentarem funcdes
semelhantes, as duas enzimas diferem em mais de 70% na composicdo de
aminoacidos (MULBRY et al., 2002).

Os genes de degradacao da atrazina sdo dispersos e altamente conservados
(DE SOUZA et al., 1998a) e foram detectados em isolados provenientes do Canada,
Estados Unidos, Chile, Franca, Croacia, China, Brasil, india e Egito, com
similaridade acima de 97% (VAISHAMPAYAN et al., 2007; HERNANDEZ et al.,
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2008; SENE et al., 2010; ElI SEBAI et al., 2011; FERNANDES et al., 2014). A
organizacdo dos genes atz parece ser variavel, jA que podem se localizar em
diferentes plasmideos ou no DNA cromossémico (ROUSSEAUX et al.,, 2002,
VAISHAMPAYAN et al., 2007).

Culturas puras e consorcios bacterianos sao capazes de utilizar a atrazina
como fonte de nitrogénio. Além da mineralizacdo da atrazina por culturas puras
individuais, estudos demonstraram a mineralizagdo por consorcios simples ou
complexos contendo até oito espécies bacterianas diferentes. Além disso, os genes
atz foram detectados nos diversos micro-organismos que realizam as diferentes
etapas da degradacdo da molécula. Espécies de Caulobacter, Variovorax,
Rhizobium, Pseudomonas, Agrobacterium, Burkholderia, Sphingomonas, Nocardia,
Flavobacterium e Achromobacter foram descritas em consoércios bacterianos
contendo genes atz (BOUQUARD et al.,, 1997; SMITH et al., 2005; MARTIN-
LAURENT et al., 2006; VAISHAMPAYAN et al., 2007; UDIKOVIC-KOLIC et al., 2010;
El SEBAl et al., 2011).

1.2.4 Tratamento de areas contaminadas por atrazina

A biorremediacao é uma técnica que utiliza micro-organismos e seus produtos
para remover, reduzir ou transformar contaminantes do solo, sedimentos, agua e ar.
A viabilidade da técnica de biorremediacdo depende do local a ser tratado. O
tratamento pode ser realizado diretamente no local contaminado - in situ - ou ex situ,
que requer a remocdo de parte da regido contaminada (SAGARKAR et al., 2014,
ADAMS et al., 2015).

A biodegradacao no solo é afetada por diversos fatores, tais como nutrientes,
pH, temperatura, umidade e oxigénio. A adicdo de nutrientes e aceptores de elétrons
especificos ao solo que modificam o ambiente para estimular a atividade da
populacdo de micro-organismos existentes no local € conhecida como bioestimulo.
Ja a adicdo de micro-organismos previamente isolados em laboratério ao ambiente
contaminado é a chamada técnica de bioaumentacdo ou bioadigcdo. A
bioaumentacdo é necessaria em locais onde a populagéo indigena ndo apresenta
potencial para degradar o contaminante e tem sido usada desde os anos 1970 em
areas contaminadas por petroleo e seus derivados (NEWCOMBE; CROWLEY, 1999;
ADAMS et al., 2015; CYCON et al., 2017).
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A biodegradacdo € um método eficaz na remocéo da atrazina de ambientes
contaminados (KLEIN et al.,, 2012). Lima et al. (2009) demonstraram que a
inoculacado de Pseudomonas sp. ADP combinada com a adi¢cdo de citrato de sédio
em solos contaminados € o método mais adequado para eliminar altas
concentracdes de atrazina. Estudos sugerem que uma Unica inoculacdo do isolado
in situ é pouco eficiente na descontaminacdo de ambientes, mas apo0s repetidas
aplicacoes a eficiéncia da degradacdo aumenta significativamente (NEWCOMBE;
CROWLEY, 1999). Capsulas contendo células de Pseudomonas sp. ADP em
condicbes de repouso e proliferacdo foram testadas e apresentaram resultados
significativos na degradacao de atrazina em meio liquido, fornecendo uma base para
o desenvolvimento de biorreatores especializados na mineralizacdo do herbicida
atrazina (KLEIN et al.,, 2012). Uma andlise prévia e detalhada dos isolados
inoculados ao solo permite 0 acompanhamento do processo de biorremediacdo in
situ e também a verificacdo da sobrevivéncia dos micro-organismos no ambiente
(SAGARKAR et al.,, 2016). Um monitoramento do processo de biorremediag&o
realizado por Sagarkar et al. (2014) mostrou que a adicdo de um consorcio
bacteriano ndo altera o perfil da comunidade microbiana do solo e, portanto, é uma
técnica segura e eficaz. Em contrapartida, estudos realizados por Cheyns et al.
(2011) sugerem que a presenca de uma populacdo nativa com habilidade para

degradar a atrazina no solo € o fator mais importante na remocéo do contaminante.
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2 Relevéancia do estudo

A producdo agricola € ainda altamente dependente da aplicacdo de
agrotoxicos. Sistemas de producdo alternativa comecam a surgir e estdo em
crescimento constante, entretanto, em curto prazo, a producdo de alimentos nao
podera dispensar 0 uso de insumos no campo. Os efeitos positivos dos agrotoxicos
no aumento da producdo agricola sao evidentes, mas, neste contexto, é importante
destacar que, mesmo se aplicados nas quantidades recomendadas, o0 uso constante
de pesticidas leva ao acimulo de contaminantes no ambiente. Os produtos quimicos
entram na cadeia alimentar, interferem no equilibrio do ecossistema e podem
persistir por anos.

Apesar de ter sido banido na Europa, o herbicida atrazina continua sendo
muito usado em diversos paises da Asia e do continente americano, incluindo o
Brasil. A deteccao de residuos de atrazina em amostras de agua varios anos apos a
proibicAo na Europa confirma a persisténcia e a capacidade de acumulacdo da
molécula no ambiente. Assim, a preocupacdo quanto aos efeitos ecotoxicolégicos de
contaminantes ambientais como a atrazina levou ao aumento de pesquisas
relacionadas a esse tema nas Uultimas décadas. Neste contexto, a microbiologia
associada a degradacdo de poluentes € um campo de pesquisa em constante
desenvolvimento e o0 uso de micro-organismos na descontaminacdo de ambientes
tem sido estudado ha anos. Resultados promissores de estudos iniciais
impulsionaram a busca por novos micro-organismos com capacidade de degradacgao
para o desenvolvimento de técnicas de biorremediacdo mais modernas e eficientes.
Ainda, o esclarecimento sobre os mecanismos relacionados ao processo de
degradacdo desses compostos, a avaliacdo da microbiota responsavel por tais
mecanismos e também daquela afetada no processo, sdo essenciais para o0
desenvolvimento de tecnologias para a descontaminagao de ambientes.

Deste modo, as técnicas de biorremediacdo oferecem uma solucao
econdmica e ecologicamente viavel para a restauracdo de ambientes contaminados.
Contudo, antes de aplicar as técnicas de biorrmediacéo, € extremamente importante
caracterizar e determinar a capacidade de biodegradagdo do micro-organismo in

vitro para garantir a seguranca e eficiéncia de novas tecnologias.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Os objetivos deste trabalho foram a caracterizagdo do processo de

degradacdo da molécula de atrazina por micro-organismos isolados de amostras de

solo utilizando técnicas cromatograficas e moleculares, bem como a analise dos

efeitos da aplicacdo do herbicida atrazina na estrutura da comunidade microbiana do

solo.

3.1 Objetivos especificos

Selecionar bactérias de amostras de solo com histérico de aplicacdo do
herbicida atrazina que apresentem potencial para mineralizacdo da molécula
de atrazina.

Detectar os genes que fazem parte da via de degradacdo da atrazina nos
isolados bacterianos selecionados.

Pesquisar a presenca de plasmideos nos isolados bacterianos e determinar
se 0s genes de degradacao da atrazina sdo de origem plasmidial.

Estudar a expressdo dos genes de degradacdo da atrazina antes e apods
tratamento com o herbicida.

Determinar a eficiéncia de biodegradacdo da atrazina pelas bactérias
isoladas.

Confirmar a biodegradacao da atrazina pelos isolados bacterianos do estudo
através da deteccdo de metabdlitos formados a partir da transformacédo da
molécula de atrazina.

Formar consorcios bacterianos compostos por duas ou mais espécies
bacterianas diferentes e verificar a capacidade de degradacdo da atrazina
pelos micro-organismos em consorcio.

Avaliar o potencial de degradacao da atrazina pela comunidade microbiana
do solo através da analise de abundéancia dos genes atzA, atzD e trzN.
Verificar possiveis mudancas na estrutura da comunidade microbiana

causadas pela aplicacéo do herbicida atrazina no solo.
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4 Material e Métodos
4.1 Materiais utilizados no estudo

A atrazina comercial (Nortox, Brasil) usada no enriqguecimento das amostras
de solo e no preparo dos meios de cultura foi uma cortesia de um produtor de milho
local. A atrazina (99% de pureza) usada nos testes de degradacdo foi adquirida
através da empresa Sigma-Aldrich (Alemanha). O meio de cultura ATZ-R usado no
isolamento bacteriano e nos testes de degradacdo contém (L™): 67 mL de KH,PO,
1M (pH 6,8), 2 g de citrato de sddio, 5 mL de Sal-R (16 g de MgS0,.7H,0, 0,4 g de
FeS0,4.7H,0O, 0,8 mL de HCI), 0,2 mL de CaCl, 1M e 10 mL de glicose a 20%
(MANDELBAUM et al. 1993). Para a preparacao de placas de meio solido foram
adicionados 1,5% de agar bacteriolégico.

4.2 Coleta de amostras de solo

Em fevereiro de 2014, sete amostras de solo foram coletadas na Fazenda
Experimental de Ribeirdo Preto, de acordo com as recomendagdes técnicas do local.
Os locais de coleta foram escolhidos devido a recente aplicacdo de herbicidas no
solo, de onde foram obtidos 500 gramas de cada ponto de coleta. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos esterelizados. A tabela 1 apresenta

informacdes sobre os locais de cada amostra coletada.

Tabela 1 - Amostras coletadas na Fazenda Experimental de Ribeirdo Preto - SP.
Amostra Cultura Profundidade da Aplicacédo de
coleta herbicidas
1 Sorgo (plantio convencional) 0-5cm Atrazina 500
16/01/2014
4L.ha*
2 Sorgo (plantio convencional) 5-10 cm Atrazina 500
16/01/2014
4L.ha™
3 Milho (plantio convencional) 0-5cm Atrazina 500
27/12/13
4L.hat
4 Milho (plantio convencional) 5-10 cm Atrazina 500
27/12/13
4L.hat
5 Milho (plantio direto) 0-5cm Atrazina 500
27/12/13
4L.ha™
6 Milho (plantio direto) 5-10 cm Atrazina 500
27/12/13
4L.ha™
7 Area de dessecacéo 0-5cm Aplicacéo de atrazina
na safra anterior.
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As amostras foram enviadas ao Laboratério de Microbiologia Ambiental e
Biorremediacdo (LAMAB) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto da Universidade de S&o Paulo (FCFRP-USP) logo apds a coleta para
processamento imediato. Aliqguotas de cada amostra foram armazenadas a 4°C para

analises posteriores.

4.3 Isolamento e identificacdo das bactérias

Foram realizados dois métodos diferentes para a selecdo de micro-
organismos das amostras de solo coletadas. No primeiro método, 1 g de cada
amostra de solo foi adicionado a um tubo de vidro contendo 5 mL de meio liquido LB
(Luria-Bertani) com adicdo de 20 ppm de atrazina e este incubado a temperatura de
30°C por 24 horas sob agitacdo (150 rpm). ApGs esse periodo, foram realizadas
diluicdes seriadas até 10 com solucéo fisiolégica esterilizada (NaCl 0,85%) e um
volume de 200 pL do material diluido foi semeado em placas de meio ATZ-R com
1000 ppm de atrazina para facilitar a selecdo de isolados bacterianos
potencialmente degradadores (MUKHERJEE et al. 2011).

A segunda metodologia de isolamento bacteriano do solo foi utilizada com o
objetivo de potencializar a selecdo de micro-organismos degradadores da atrazina.
Neste método, 50 g de cada amostra de solo foram adicionados a 200 mL de meio
liquido ATZ-R contendo 1000 ppm de atrazina e os frascos incubados por 4
semanas a 30°C, sob agitagdo (150 rpm). Apds sete dias de incubagdo, 200 uL da
amostra diluida foram plaqueados em placa de meio ATZ-R contendo 1000 ppm de
atrazina. Acrescentou-se a amostra inicial mais 100 mL de meio liquido ATZ-R e
1000 ppm de atrazina e repetiu-se o processo de incubacao. Este procedimento foi
realizado semanalmente, durante o periodo de incubacdo de quatro semanas e 0
isolamento de micro-organismos foi acompanhado durante todo o periodo através do
crescimento de colbnias em placas de meio ATZ-R. As placas foram incubadas a
30°C por até cinco dias e observou-se o crescimento bacteriano e a formacao de
halos em torno das colbnias para a selecdo dos micro-organismos com potencial de
degradacédo da atrazina (adaptado de GARGOURI et al. 2014). A atrazina possuli
baixa solubilidade em agua e, por esse motivo, apds o preparo do meio sélido, as
moléculas de atrazina precipitam na placa e deixam o meio esbranquicado. Ao ser
degradada pelos micro-organismos, a atrazina desaparece do meio, formando halos

em torno das colonias.
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Os isolados bacterianos selecionados foram caracterizados molecularmente,
por sequenciamento do gene RNA ribossomal 16S, utilizando os iniciadores 63F (5'-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3) e 1387R (5-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3)
(MARCHESI et al., 1998).

4.4 Extracdo de DNA gendmico e plasmidial

O DNA genbémico dos isolados foi extraido para ser utilizado como molde nas
reacoes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase). A extracdo do DNA foi
realizada utilizando-se o QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha) segundo as
recomendacdes do fabricante. Apds a extracdo, a concentracdo e a pureza do DNA
foram determinadas por andlise espectrofotométrica em luz UV, pelo equipamento
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, EUA), empregando-se
0s comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm. As extragcées de DNA com razao no
intervalo entre 1,6 e 1,9 foram consideradas de boa qualidade devido ao baixo nivel
de impurezas.

O DNA plasmidial das bactérias em estudo foi extraido utilizando-se o kit de
extracdo de DNA plasmidial Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Alemanha), segundo as
recomendacdes do fabricante. Em seguida, as extracfes foram analisadas através

de eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

4.5 Extracdo de RNA

O RNA total dos isolados bacterianos foi extraido para ser utilizado nos
ensaios de Northern Blot para analise da expressdo dos genes atzA, atzB, atzC e
atzD antes e apo0s tratamento dos isolados utilizando atrazina na concentragdo de
100 ppm.

Os isolados sem estimulo com atrazina foram incubados em meio liquido BHI
(Brain Heart Infusion) a 30°C até o crescimento bacteriano atingir a fase exponencial
(DO 6oonm 1,0) para posterior extracdo do RNA. Para o ensaio de estimulo com
atrazina, os isolados do estudo foram incubados em meio liquido ATZ-R com adicao
de 100 ppm de atrazina a 30°C e 150 rpm por 48 horas. Em seguida, 30 pyL do
crescimento bacteriano foram transferidos para meio liquido BHI. As amostras foram
incubadas a 30°C até o crescimento bacteriano atingir a fase exponencial (DO soonm
1,0). ApOs este periodo, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g e a

temperatura ambiente e o0 sobrenadante desprezado. As células foram
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ressuspendidas em 2 mL de meio ATZ-R com adicdo de 100 ppm de atrazina e,
entdo, incubadas por 2 horas a 30°C e 150 rpm. Por fim, o total de cada amostra (2
mL) foi centrifugado e prosseguiu-se com a extracdo do RNA (DEVERS et al. 2004).

A extracdo do RNA foi realizada utilizando-se uma combinacdo entre o
reagente Trizol (Thermo Fisher Scientific, EUA) e o kit de Extracdo de RNA RNeasy
(QIAGEN, Alemanha) segundo as recomendacoes do fabricante. A integridade do
RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose-formaldeido. Uma
aliquota de cada preparacdo de RNA extraido foi quantificada em NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, EUA), empregando-se 0s

comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm.

4.6 Amplificacdo dos genes de degradacao da atrazina
As reacOes de PCR para deteccao dos genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE e
atzF nos isolados bacterianos foram realizadas de acordo com a metodologia

descrita por De Souza et al. (1998) e estao detalhadas na tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢bes das rea¢bes para detec¢ao dos genes atz.

Genes Desnaturacéo Anelamento Extenséo Extenséo Final
95°C Ver tabela 3. 72°C 72°C
atz (A,
B,C,D,E,F) 1 min 30 seg 1 min 10 min
30 ciclos

Cada reagéo de PCR foi realizada com um volume final de 50uL, sendo 28 uL
de agua deionizada esterilizada, 5 uL do tamp&o 10x para PCR (PCR buffer minus
Mg-10X); 3,6 uL de MgCl, (25 mM); 1 uL de solugdo contendo 10 mM de cada
desoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 4 ul de cada primer (12,5 pmol); 2
UL de DNA e 2,5 uL (1,25 U) da enzima Taq DNA Polimerase (TrueStart™ Hot Start
Tag DNA Polimerase). Os iniciadores utilizados nas reacfes estdo descritos na
tabela 3. Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados no sequenciador
ABI 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems), com o kit DYEnamic ET Dye (GE
Health Care) Terminator, segundo recomendacdes do fabricante. As sequéncias

obtidas foram analisadas online no programa BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/)

para pesquisa da identidade com outras sequéncias disponiveis no Genebank

(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados neste trabalho.

Iniciador Sequéncia (5' — 3') T(°C)* Finalidade

atzAf ACGGGCGTCAATTCTATGAC 58 Deteccdo do gene atzA;

atzAr CACCCACCTCACCATAGACC sonda utilizada em ensaios
de Nothern Blot e Southern
Blot.

atzBf TCACCGGGGATGTCGCGGGC 58 Deteccdo do gene atzB;

atzBr CTCTCCCGCATGGCATCGGG sonda utilizada em ensaios
de Nothern Blot e Southern
Blot.

atzCf GCTCACATGCAGGTACTCCA 50 Deteccdo do gene atzC;

atzCr GTACCATATCACCGTTTGCCA sonda utilizada em ensaios
de Nothern Blot e Southern
Blot.

atzDf GGAGACATCATATGTATCACATCGACGTTTTC 60 Deteccdo do gene atzD;

atzDr CCAATAAGCTTACGCGGGCAATGACTGCA sonda utilizada em ensaios
de Nothern Blot e Southern
Blot.

atzEf TACGCGGTAAAGAATCTGTT 52 Deteccdo do gene atzE

atzEr GGAGACCGGCTGAGTGAGA

atzFf CGATCGGAAAAACGAACCTC 52 Deteccdo do gene atzF

atzFr CGATCGCCCCATCTTCGAAC

* Temperatura de anelamento.

4.7 Northern Blot

O ensaio de Northern Blot foi realizado com o objetivo de verificar o padrao de
expressdo dos genes de degradacdo de atrazina ap0s o estimulo com a atrazina e
na auséncia deste estimulo. Para obter as sondas utilizadas na deteccdo do mRNA
dos genes atz foi necessario isolar os fragmentos através de reacbes de PCR
contendo as regioes internas dos genes atzA (fragmento de
200 pb); atzB (fragmento de 500 pb); atzC (fragmento de 600 pb) e atzD (fragmento
de 1100 pb). As condicbes das reacdes de PCR foram descritas no item 4.6 e os
iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 3. Apds visualizar os produtos de
PCR em gel de agarose, o restante da reagdo de PCR foi purificado atraves do kit
GFX™PCR DNA (GE Healthcare, EUA)e os fragmentos foram marcados
radioativamente e utilizados como sonda.

A marcacdo da sonda foi feita pelo método de iniciacdo aleatoria (FEINBERG;
VOGELSTEIN, 1993). Para isso, 25 ng do fragmento de DNA foi marcado com 20
uCi de [a-**P]-dCTP (PerkinElmer, EUA) usando Exo-Klenow enzyme DECAprime™
Il Kit (Ambion® Thermo Fisher Scientific, EUA). A reacdo ocorreu durante 20 min a
37°C e foi interrompida com a adigdo de 1 uL de EDTA 0,5 M. Em seguida, o [a-3?P]-
dCTP livre foi removido com o KitWizard® SV Gel e PCR Clean-Up
System (Promega, EUA) e 7,5 ug de cada RNA foi submetido a eletroforese em gel

desnaturante de agarose-formaldeido 1,5% em tampdo MOPS 1X. O gel foi
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visualizado sob luz UV, fotografado e transferido para uma membrana de nylon
Hybond-XL (GE Healthcare, UK) (AUSUBEL et al. 1992). As membranas foram pré-
hibridizadas em 10 mL de solugdo ULTRAhyb™ (Ambion® Thermo Fisher Scientific,
EUA) & 42°C por 30 minutos e incubadas com a sonda previamente desnaturada
(100°C por 4 minutos) durante 16 horas a 42°C. Apos a hibridizacdo, as membranas
foram lavadas duas vezes em solucdo 2x SSC 0,1% SDS por 5 minutos a 42°C e
duas vezes em solucdo 0,1x SSC 0,1% SDS por 15 minutos a 42°C. Apés a
secagem, as membranas foram expostas a filmes de raios-X a -70°C por tempos

variados de 2 a 48 horas.

4.8 Southern Blot

O ensaio de Southern Blot foi realizado Para verificar a localizacdo dos genes
de degradacéo da atrazina no DNA plasmidial dos isolados (SOUTHERN, 1975). O
DNA plasmidial foi extraido através do kit Plasmid Midi Kit (QIAGEN, Alemanha) e
digerido com a enzima Hindlll (Promega, EUA). Apos a eletroforese do DNA em gel
de agarose 0,8% em tampéao TAE 1X, utilizando como marcador de peso molecular
DNA Ladder 1 Kb plus (Invitrogen, EUA), o gel foi corado com brometo de etidio,
visualizado sob luz UV e fotografado. O DNA do gel de agarose foi transferido para
uma membrana nylon Hybond-XL (GE Healthcare, UK) (AUSUBEL et al., 1992) e a
seguir foi realizado o procedimento de Southern Blot nas mesmas condicfes de
hibridizacédo e lavagens descritas para o Northern Blot (item 4.7), utilizando também
as mesmas sondas marcadas radioativamente. Apds secagem, a membrana foi
exposta a filme de raios-X durante a noite a -70°C. Os ensaios de Northern e
Southern Blot foram realizados no Laboratoério de Regulagédo da Expressédo Génica e
Patogenicidade Bacteriana do Departamento de Biologia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP, sob a
coordenacao do Prof. Dr. José Freire da Silva Neto.

4.9 Ensaio de biodegradacao da atrazina
4.9.1 Teste de biodegradacdo da atrazina em meio liquido - Analise em
espectrofotdmetro

Os testes de degradacao da atrazina em meio liquido foram realizados para
determinar o potencial de degradagdo da atrazina pelos isolados do estudo em
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culturas puras e em consorcio. O experimento foi realizado em meio liquido ATZ-R
contendo 100 ppm de atrazina como Unica fonte de nitrogénio.

Cada isolado e consorcio bacteriano foi incubado a temperatura de 30°C a
150 rpm. A absorbancia em 225 nm foi medida nos intervalos de 0, 48 e 120 horas
para monitorar a presenca de atrazina no sobrenadante de cada amostra apos
centrifugacéo a 16.000 x g e a 4°C (GARCIA-GONZALEZ et al. 2003). A analise foi
realizada em espectrofotobmetro de luz ultravioleta Genesys 10S UV VIS (Thermo
Scientific, EUA), em triplicata, e utilizou-se a bactéria padrédo Pseudomonas sp. ADP
como controle positivo. Um controle contendo meio liquido ATZ-R e 100 ppm de
atrazina sem inéculo bacteriano foi usado para verificar a ocorréncia de degradacéo
espontanea do herbicida.

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA pelo programa
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software). O teste foi realizado com o objetivo de
avaliar se houve degradacgdo da atrazina e também para comparar a eficacia entre
as amostras. Foram considerados resultados estatisticamente significativos aqueles

gue apresentaram valores de p<0,05.

4.9.2 Analise em HPLC/DAD e LC-MS/MS
4.9.2.1 Preparo das amostras

As bactérias isoladas neste estudo foram cultivadas em meio de cultura ATZ-
R liquido contendo 100 ppm de atrazina por até 168 horas. O ensaio foi realizado
com as culturas puras separadamente e também com os isolados formando um
consorcio bacteriano. Para cada isolado bacteriano foi feita uma suspensdo em
solucéo fisiolégica esterilizada 0,9% na escala 0,5 McFarland e, dessa suspenséo,
1,5 x 10® bactérias foram adicionadas ao meio de cultura e incubadas a 30°C, sob
agitacédo (150 rpm). Apos o periodo de incubacéo, as amostras foram centrifugadas
por 5 minutos a 16.000 x g a 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
filtrado em membrana de 0,22 um e analisado por HPLC/DAD. As analises foram
realizadas no tempo inicial do experimento, a cada 6 horas durante as primeiras 24
horas de incubacgéo e, apds esse periodo, a cada 24 horas. O ensaio foi realizado

em triplicata.
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4.9.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(do inglés HPLC/DAD) em cromatdgrafo em um sistema Shimadzu equipado com
duas bombas LC-30AD, degaseificador DGU-20A e detector SPD-M30A DAD. As
condi¢cbes cromatogréficas utilizadas foram: coluna Kinetex XB-C18 (100 x 2,1 mm,
2,6 um), fluxo de 0,250 mL.min™, e a fase mével utilizada foi (A) 4gua e (B) metanol,
ambos contendo 0,1% de acido férmico, com gradiente de 2% da fase B até 98% em
15 minutos, mantendo-se constante por 2 minutos. O volume de amostra injetado foi
de 5 uL e a coluna foi mantida a 40°C.

Para a curva de calibracdo da atrazina foram preparadas triplicatas de
solucdo estoque 50 pg.mL™* e a partir delas foram preparadas solucées
independentes nas concentracdes de 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 e 0,1 pg.mL'l. Analises
estatisticas foram realizadas de acordo com o item 4.9.1.

O ensaio em HPLC/DAD foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais e Sintéticos (NPPNS) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo
Preto, sob a supervisdo da Dr®. Anelize Bauermeister e a coordenacéo do Prof. Dr.

Norberto Peporine Lopes.

4.9.2.3 Deteccdo de metabdlitos resultantes da biodegradacdo da atrazina - Analise
em LC-MS/MS

As amostras preparadas para andlise em HPLC/DAD também foram
analisadas em LC-MS/MS. Aliquotas de 1 mL foram retiradas para andlise e
deteccdo de metabdlitos da atrazina resultantes da biodegradacdo da molécula. As
aliquotas foram centrifugadas a 16000 x g durante 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi analisado.

Para a analise cromatogréfica foi utilizado um sistema LC (Shimadzu, Japao)
composto por uma bomba binaria, sistema e injecdo automaticos, acoplado a um
espectrometro de massas triplo-quadrupolo (Quatro-LC, Micromass, UK),
interfaceado por uma fonte de ionizagéo eletrospray (ESI). O controle instrumental e
0 processamento de dados foram realizados pelo software Masslynx 4.0. A
separacao cromatografica foi feita utilizando-se a coluna analitica X-Terra C18 (3.9
mm x 100 mm x 3.5 um, Waters, EUA) como fase estacionaria. A fase movel foi
composta por uma mistura de solugdo aquosa contendo acido férmico a 0,1% e
acetonitrila, no método isocréatico 1:1 (v/v). A vazdo da fase mével foi de 0,30
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mL.min™. O forno de coluna cromatografica foi ajustado a 30°C. O volume de injec&do
das amostras foi de 5 pL. A interface ESI foi configurada para operar no modo
positivo. As temperaturas do bloco e do gas de dessolvatacdo foram ajustadas a
100°C e 350°C, respectivamente. Nitrogénio foi usado como gas de secagem e
nebulizacdo, enquanto que argdnio foi usado como géas de colisdo. A voltagem e a
energia de colisdo empregadas durante as andlises foram 15 V e 20 eV,
respectivamente. As analises foram realizadas em monitoramento do modo de
reacdo selecionado (SRM) de moléculas protonadas [M + H]" e seus respectivos

fragmentos. As transicdes monitoradas (m/z) estdo descritas na tabela abaixo.

Tabela 4 - Metabdlitos pesquisados na anélise em Espectrébmetro de Massas.

Analito Transicbes MRM
Acido ciantrico 129 > 86
N-isopropilamelida 170>85e 170> 128
Hidroxiatrazina 198 > 128 € 198 > 156
Atrazina 216 > 146 e 216 > 174

O ensaio em LC-MS/MS foi realizado no Laboratério de Quimica Analitica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, sob supervisdo e

coordenacao do Prof. Dr. Jonas Augusto Rizzato Paschoal.

4.10 Analise da comunidade bacteriana de solo contaminado por atrazina
4.10.1 Experimento de campo e coleta das amostras de solo

Um experimento de campo foi conduzido na cidade de Tambau, S&o Paulo
(21° 31' S, 47° 16' O a 540 metros) entre Novembro de 2016 a Fevereiro de 2017. De
acordo com a Classificacdo Climética de Kdppen-Geiger (2007), o clima local € o
subtropical umido (Cwa), caracterizado por invernos secos e verbes chuvosos e
temperaturas entre 18 e 28°C (PEEL et al., 2007). Seis mesocosmos de 9 m? cada
foram construidos em uma area agricola e tratados com atrazina na concentracao
de 6,5 L.ha™(450 ppm). O solo da regido é de textura argilosa (EMBRAPA, 2013),
pH de 5,7 e teor de matéria organica de 2,3%. O experimento foi conduzido em
triplicata. Uma amostra do solo foi coletada antes da aplicacdo do herbicida e a
coleta de amostras seguintes seguiu uma escala temporal baseada em semanas: 12,
28, 3% 42 8% e 122 semanas (Figura 6). As amostras de solo foram coletadas em uma

profundidade de 5 a 10 cm em cada mesocosmo.
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Figura 6 - Representacdo do experimento de campo.
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4.10.2 Extracdo de DNA total do solo

O DNA total do solo foi extraido utilizando o PowerSoil® DNA Isolation
Extraction Kit (MoBio Laboratories, EUA). A integridade do DNA extraido foi avaliada
através de eletroforese em gel de agarose 0,8% com tampédo TAE 1X (Tris 400 mM,
acido acético 20 mM e EDTA 1 mM). Posteriormente, as amostras foram coradas
com brometo de etidio, visualizadas e fotografadas sob luz ultravioleta. Uma aliquota
de cada amostra de DNA foi quantificada pelo método fluorométrico utilizando o
Qubit® (Thermo Fisher Scientific, EUA).

4.10.3 Determinacéo da abundancia dos genes de degradacéo da atrazina no solo
Os ensaios de PCR guantitativo em tempo real (qPCR) foram realizados em
um aparelho Roche LightCycler 480 Il (Roche, Suica) usando SYBR Green como
corante fluorescente. A regido v4 do gene ribossomal 16S e trés genes associados a
degradacdo da atrazina (atzA, atzD e trzN) foram quantificados. Os iniciadores
usados nas reacOes estdo listados na tabela 5. Para cada gene, uma curva padrao
foi gerada usando uma diluicdo seriada (30 copias/5 pL a 3.000.000 cépias/5 pL) de
fragmentos de gene gBlocks® contendo os genes alvos (IDTdna, EUA). Cada
experimento foi conduzido em uma placa Roche LightCycler 480 Il Multiwell Plate 96
com trés triplicatas para cada padrdo, controle negativo e DNA molde. A
amplificacéo foi feita em um volume total de 20 pL contendo 10 pL de iTag™
Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, EUA), 5 uL de cada DNA ou padrédo e o
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volume adequado de cada iniciador de cada gene alvo. Para otimizar as reacdes,
foram usados MgCl, e BSA. Agua livre de nuclease foi adicionada para completar o
volume de 20 pL de cada reacdo. As condicOes das reacdes de cada gene alvo
estdo listadas nas tabelas 6 a 8 do Apéndice. Todas as reac¢Oes foram finalizadas
com uma curva de dissociagdo a 90°C por 5 segundos, 60°C por 3 segundos e

temperatura de refrigeracédo de 40°C por 30 segundos.

Tabela 5 - Iniciadores usados nas reacdes de qPCR.

Gene Iniciador Sequéncia (5'- 3")
16S rRNA v4 U515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA
USO6R GGACTACHVGGGTWTCTAAT
atzA atzA F ACGGGCGTCAATTCTATGAC
atzA R CACCCACCTCACCATAGACC
atzD atzD F TCCCACCTGACATCACAAAC
atzD R GGGTCTCGAGGTTTGATTG
trzN trzN F CACCAGCACCTGTACGAAGG
trzZN R GATTCGAACCATTCCAAACG

A eficiéncia das reactes foi calculada de acordo com a equacdo E= [10€
Uslope)].1. As reagdes ocorreram em uma eficiéncia média de 98%, 94%, 96% e 85%
para 0os genes 16S rRNA, atzA, atzD e trzN, respectivamente. O coeficiente de
correlacdo r* de cada curva padrdo foi acima de 0,99. Controles negativos
resultaram em valores abaixo do limite de deteccédo ou em valores insignificantes em
todas as amostras. A abundancia de cada gene foi calculada de acordo com o
namero de copias do gene por reacdo multiplicado pela quantidade de DNA contida

em cada grama de solo.

4.10.4 Comunidade bacteriana do solo - Sequenciamento do 16S rRNA

Para verificar possiveis mudancas na estrutura da comunidade bacteriana do
solo apoés tratamento com atrazina, foi realizado o sequenciamento do gene
ribossomal 16S das amostras de DNA total extraidas do solo como descrito no item
4.10.2.

A regido v4 do gene ribossomal 16S foi amplificada usando-se os iniciadores
515F (5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") e 806R (5'-
GACTACHVGGGTWTCTAAT-3") e sequenciada pelo método dual-indexing no
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Centro de Gendmica da Universidade de Minnesota (UMGC, Minneapolis, MN, EUA)
(CAPORASO et al. 2012, GOHL et al. 2016). As amostras foram sequenciadas no
lllumina MiSeq (lllumina, Inc., EUA) em um comprimento de leitura de 300 nt, de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os dados brutos foram depositados
no Arquivo de fragmentos de sequéncias (Sequence Read Archive - SRA) do Centro
Nacional de Informac¢des Biotecnologicas (NCBI): BioProject n° SRP123515.

Os dados de sequenciamento foram analisados usando Mothur versao 1.35.1
(SCHLOSS et al. 2009). As amostras foram ajustadas para 150 nt e pareadas
usando o software fastg-join em uma média de juncdo de aproximadamente 10 nt.
As amostras foram também ajustadas de acordo com a qualidade (>35 em 50 nt),
bases ambiguas (0), homopolimeros (<8) e discrepancia de iniciadores (<2).
Sequéncias de alta qualidade foram alinhadas contra o banco de dados SILVA
versao 123, pré-agrupadas em 2%. UCHIME foi usado para remover quimeras. Apos
o corte de qualidade, o tamanho das sequéncias foi em torno de 174 nt. Para
comparacdes estatisticas, todas as amostras foram rarefeitas por subamostragem
aleatéria para 48000 fragmentos de sequéncia por amostra para reduzir o viés
estatistico devido ao numero variavel de fragmentos (TOMASEK et al. 2017).
Unidades Taxonémicas Operacionais (OTU's) foram fixadas em 97% de similaridade
usando agrupamento de ligacdo completa e a classificacdo taxonémica foi atribuida
contra o Ribosomal Database Project, versao 14. Diferentes bancos de dados foram

usados para o alinhamento e a classificacdo das OTUs (SCHLOSS, 2009).

4.10.5 Analise estatistica

Para a analise dos resultados da comunidade bacteriana do solo, os testes
ANOVA e post hoc de Tukey, correlagdo de Spearman e Analise de
Correspondéncia Canodnica (CCA) foram realizados utilizando XLSTAT versao
2015.6. O indice de Shannon, os calculos de beta diversidade e a ordenag&o foram
calculados usando Mothur. Andlises de beta diversidade e ordenagdo foram
realizadas usando matrizes de dissimilaridade Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957).
Diferencas na composicdo da comunidade foram avaliadas por analise de
similaridades (ANOSIM) e o agrupamento de amostras foi avaliado por analise de
variancia molecular (AMOVA). A ordenacdo foi realizada por Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) e a correlacédo de Spearman da abundancia das

familias associada a ordenacédo foi calculada usando o comando corr.axes no
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Mothur. A Andlise de Redundancia (RDA) parcial foi realizada usando o pacote
vegan em R (R CORE TEAM, 2012). Todas as analises foram calculadas em a=
0,05 com teste de Bonferroni para compara¢cées multiplas (TOMASEK et al. 2017).
Os ensaios de gPCR e de analise da comunidade bacteriana do solo foram
realizados no Laboratério de Ciéncia do Solo do Instituto de Biotecnologia da

Universidade de Minnesota, sob supervisao do Prof. Dr. Michael Sadowsky.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolamento e Identificacdo de bactérias

Inicialmente, foram isoladas 30 bactérias das 7 amostras de solo coletadas na
Fazenda Experimental de Ribeirdo Preto (SP). Esses micro-organismos foram
isolados a partir da primeira metodologia descrita no item 4.3, utilizando-se 1 g de
solo incubado em 5 mL de meio LB por 24 horas. Essas bactérias foram
selecionadas de acordo com a morfologia e o crescimento em meio ATZ-R,
entretanto, ndo foram observados halos sugestivos de degradacdo da atrazina no
meio solido apds o crescimento desses isolados. A figura 7 apresenta a classificacéo
dos micro-organismos isolados das amostras de solo coletadas, os quais foram
classificados quanto a composicdo da parede celular pela técnica de coloracédo de

gram.

Figura 7 - Classificacdo dos isolados bacterianos quanto & composi¢céo da parede celular.

Isolados bacterianos

B Gram+ B Gram -

Por ndo apresentarem formacao de halos em placas de meio ATZ-R, estes
isolados nao foram selecionados como micro-organismos com potencial para
biodegradacao da atrazina a serem estudados.

ApOs o processamento das amostras de solo utilizando-se o segundo método
descrito no item 4.3, foram selecionados dois micro-organismos a partir da formacao
de halos em torno das colénias em meio ATZ-R. As placas de isolamento podem ser

vistas na figura 8.
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Figura 8 - Placas de meio ATZ-R.

A: placa de onde foi selecionado o isolado AO1. B: placa de onde foi selecionado o isolado A02. As
setas indicam os halos sugestivos de degradagdo formados em torno das col6nias.

O isolado AO01 foi selecionado da amostra de solo n° 3, proveniente da
Fazenda Experimental, de cultura de milho. O crescimento das colonias e a
formacdo dos halos de degradacdo da atrazina foram observados na primeira
semana de incubagéo da amostra. Ja o isolado AO2 foi selecionado da amostra n° 2,
também coletada na Fazenda Experimental, mas em um campo de cultivo de sorgo.
O crescimento das colonias e a formacdo dos halos de degradacdo da atrazina
ocorreram na terceira semana de incubagcao da amostra.

O isolado AO1 foi identificado molecularmente como pertencente ao género
Achromobacter sp. e o isolado A02 foi identificado como Pseudomonas sp. Os testes
de identificacdo foram realizados a partir do sequenciamento do gene RNA
ribossomal 16S. A figura 9A apresenta a degradacéo da atrazina em placa contendo
0 meio ATZ-R pelo isolado A02. Na figura 9B é possivel observar as diferencas

morfolégicas das colbnias bacterianas selecionadas apés o isolamento.
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Figura 9 - Placas de meio de cultura contendo os isolados com potencial para biodegradacdo da
atrazina.

A: Formacao de hals de degradacdo da atrazina em placa ATZ-R pela Pseudomonas sp. B:
Morfologia dos isolados do estudo. Pseudomonas sp. (esquerda) e Achromobacter sp. (direita) em
meio sélido Muller Hinton.

A partir dos resultados de isolamento de micro-organismos do solo aplicando
duas metodologias distintas, foi possivel observar que o método de enriquecimento
das amostras através da aplicacdo de altas concentracdes de herbicida favorece o

isolamento de bactérias potencialmente degradadoras.

5.2 Deteccéo dos genes de degradacéo da atrazina

Os isolados selecionados no estudo, que apresentaram potencial para
biodegradacédo da atrazina, foram analisados pela técnica de PCR para detecgéo
dos genes atz. A Pseudomonas sp. A02 apresentou 0s seis genes de degradacao
(atzA, atzB, atzC, atzD, atzE e atzF) e o isolado Achromobacter sp. AO1 apresentou
apenas 0s genes atzA, atzB e atzC, responsaveis pela primeira parte da via de
degradacdo, que quebra a molécula de atrazina gerando &cido cianurico como
metabdlito intermediario. A figura 10 apresenta a deteccdo dos genes de
degradacéo da atrazina nos isolados de Pseudomonas sp. e Achromobacter sp. Os
fragmentos das sequéncias que correspondem aos genes atz detectados nos
isolados AO1 e A02 apresentaram alta similaridade aos genes atz da bactéria
Pseudomonas sp. ADP.
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Figura 10 - Deteccéo dos genes de degradacéo da atrazina.
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A: Gel de agarose 1% representativo dos produtos de amplificacdo dos genes atzA (200 pb), atzB
(500 pb), atzC (600 pb), atzD (1100 pb), atzE (1000 pb) e atzF (900 pb) em Pseudomonas sp. A02. B:
Gel de agarose 1% representativo dos genes atzA (200 pb), atzB (500 pb) e atzC (600 pb) em
Achromobacter sp. AO1L.

O DNA plasmidial dos isolados A0l e A02 foi extraido de acordo com a

metodologia descrita no item 4.4. Apenas a linhagem de Pseudomonas sp.

apresentou plasmideo, cujo peso molecular € de aproximadamente 42 MDa (Figura
11).

Figura 11 - Perﬂl plasmldlal em gel de agarose da Pseudomonas sp. ADP e Pseudomonas A02.

C1: linhagem padrao Escherichia coli 39R861;
C2: linhagem padrao Escherichia coli V517. As
setas indicam os plasmideos detectados nos
respectivos isolados (em duplicata).
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5.3 Nothern Blot

O ensaio de Northern Blot foi realizado para determinar o perfil de expressao
dos genes atzA, atzB, atzC e atzD envolvidos na degradacao da atrazina. O objetivo
do ensaio foi verificar a expressdo destes genes apds tratamento com o herbicida e
na auséncia do herbicida, além de comparar com o perfil de expresséo da linhagem
referéncia Pseudomonas sp. ADP. O RNA total das linhagens ADP, A01 e A02 foi
extraido durante a fase de crescimento exponencial, sendo as células tratadas ou
ndo com atrazina para realizar o ensaio de Northern Blot. Na figura 12 é possivel
observar que os genes atzA, atzB, atzC e atzD tiveram a expressdo aumentada na
presenca de atrazina quando comparado a expressao na auséncia do herbicida para
as linhagens ADP e A02. Por outro lado, ndo foi possivel detectar expressdo na
linhagem A01 antes ou apés tratamento com o herbicida. E possivel que o tempo de
tratamento com o herbicida ndo tenha sido suficiente para observar a expressao dos

genes atz no isolado A01, ja que o experimento foi realizado por apenas 2 horas.

Figura 12 - Northern Blot dos genes da via de degradagéo da atrazina.
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O RNA total foi extraido das linhagens: Pseudomonas sp. (A02), Pseudomnas sp. ADP (ADP) e
Achromobacter sp. (A01) das culturas em fase exponencial na presenca (+) ou auséncia (-) do
herbicida atrazina. Os RNAs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose-formaldeido,
transferidos para membrana de nylon e hibridizados com as sondas radioativas especificas para os
genes atzA, atzB, atzC e atzD. Abaixo de cada ensaio vizualiza-se o rRNA corado com brometo de
etidio, sendo utilizado como controle de carregamento dos RNAs aplicados no gel e indicando que as
concentracdes sdo as mesmas para todas as amostras.

5.4 Southern Blot

O ensaio de Southern Blot foi realizado para determinar a localizagcdo dos
genes no DNA do isolado A02. A Figura 13A mostra o0 mapa circular do plasmideo
da linhagem referéncia Pseudomonas sp. ADP indicando a posi¢cdo dos genes de

degradacédo da atrazina, assim como outros genes e informagdes contidos neste
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plasmideo. A sequéncia deste plasmideo serviu de guia para a escolha da enzima
de restricao utilizada neste experimento. Para determinar o melhor perfil de restricao
foi realizada uma andlise in silico utilizando a ferramenta NEBcutter V2.0 (site New
England Biolabs), e assim foi possivel estimar que a enzima de restricdo Hindlll,
apesar de ndo aparecer no mapa (Figura 13A), resulta em 15 fragmentos que variam
de 33,9 kb a 11 pb. Portanto, o DNA plasmidial foi digerido com a enzima Hindlll,
resultando nas bandas de aproximadamente 7,3 Kb e 4,2 Kb que correspondem as
sondas dos genes atzC e atzD, respectivamente em ambas as linhagens, sugerindo
a mesma organizacdo dos genes nos dois plasmideos (Figura 13B). N&o foi possivel
determinar a localizacdo dos genes atzA e atzB no plasmideo. Contudo, os
resultados demonstram que o plasmideo encontrado neste isolado contém os genes

atzC e atzD.

Figura 13 - Localizag8o dos genes de degradacédo da atrazina.
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A: Mapa circular do plasmideo pADP-1 de Pseudomonas sp. ADP. Os genes envolvidos na
degradacédo da atrazina estao destacados em circulos vermelhos (adaptado de Martinez et al., 2001).
B: Southern Blot do DNA plasmidial do isolado Pseudomonas sp. digerido com a enzima Hindlll e
hibridizado com as sondas atzC e atzD, mostra: banda de aproximadamente 7,3 Kb para deteccéo do
gene atzC, e banda de aproximadamente 4,2 Kb confirmando a presenca do gene atzD.

5.5 Ensaio de biodegradacao da atrazina
5.5.1 Teste de biodegradacdo da atrazina em meio liquido - Analise em
espectrofotdmetro

ApoOs a deteccdo dos genes atz nas bactérias do estudo, foram realizados
testes de degradacdo da atrazina em meio liquido ATZ-R contendo atrazina (100
ppm) como Uunica fonte de nitrogénio. Além disso, foi formado um consorcio
bacteriano com os isolados Pseudomonas sp. A02 e Achromobacter sp. A0l para

verificar se a degradacédo do consorcio € mais eficaz do que a degradacéo realizada
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pelas culturas puras. Para isso, os isolados foram incubados a 30°C sob agitacao
(150 rpm) por até 120 horas. O sobrenadante de aliquotas de 2 mL de cada amostra
foi analisado em espectrofotdmetro a 225 nm para verificar a presenca de atrazina
no meio apos 48 e 120 horas de incubacdo. Como controle negativo foi utilizado o
meio liquido ATZ-R sem in6culo bacteriano e, como controle positivo, 0 meio liquido
ATZ-R com ino6culo da bactéria padrdo Pseudomonas sp. ADP. O resultado é
apresentado na figura 14.

Figura 14 - Analise da degradacao da atrazina em espectrofotdmetro de luz ultravioleta.
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E possivel observar que em 120 horas de incubac&o, o controle sem in6culo
bacteriano ndo se alterou significativamente (p=0,4226), evidenciando que ndo ha
degradacdo do herbicida atrazina. Pode-se observar também que a Pseudomonas
sp. AO2 e o consorcio bacteriano degradaram totalmente a atrazina em 120 horas de
incubagéo (p<0,0001), mas o consorcio bacteriano ndo foi mais eficaz em degradar
a molécula se comparado a Pseudomonas sp. A02. Observou-se ainda uma
diminuicdo da atrazina em 48 horas de incubacdo da amostra contendo a bactéria
Achromobacter sp. AO1. No entanto, em 120 horas, a leitura da absorbancia A,;s nm
aumenta. Esse fato pode ser explicado pela formacdo do metabdlito intermediario
acido ciandrico, que apresenta leitura a 220 nm, e € o produto do gene atzC. Ja que
este isolado ndo apresentou os genes atzDEF, a degradacdo do herbicida pode ter
ocorrido parcialmente, ou seja, houve acumulo de metabdlitos intermediarios na

amostra que ndo foram degradados. Por esse motivo, os isolados foram também
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analisados em HPLC/DAD e espectrometro de massas, que permitem a separacao e

identificacdo de metabdlitos.

5.5.2 Anélise em HPLC/DAD

Para determinar a biodegradacdo da atrazina pelos isolados do estudo,
inicialmente foi realizado um ensaio de triagem com leitura em espectrofotdmetro a
225 nm, em periodos de tempo de 48 horas e 120 horas de incubacdo. Atravées
deste ensaio, foi confirmado o potencial de biodegradacdao dos micro-organismos, e
assim, um novo ensaio foi padronizado, com o objetivo de quantificar a degradacéo
e detectar possiveis metabdlitos formados durante este processo. As amostras
foram analisadas em HPLC/DAD e LC-MS/MS.

O ensaio foi realizado em meio de cultura ATZ-R liquido com adi¢do de 100
ppm de atrazina como unica fonte de nitrogénio. As leituras foram realizadas a cada
6 horas durante as primeiras 24 horas e, a partir dai, a cada 24 horas durante 7 dias.
O experimento foi executado em triplicata. A curva de calibracdo da atrazina do
ensaio pode ser vista no Apéndice B.

De acordo com os resultados obtidos pela analise em HPLC/DAD, observa-se
diminuicdo na concentracdo de atrazina ja nas primeiras 6 horas de incubacao pelo
isolado Pseudomonas sp. ADP em meio ATZ-R. Além disso, apos 48 horas de
incubacao, ndo foi possivel detectar atrazina na amostra. O mesmo ocorreu com 0
isolado Pseudomonas sp. A02, que rapidamente iniciou a degradacdo do herbicida
atrazina e consumiu 64% do analito nas primeiras 6 horas de incubagéo (p<0,0001).
Dessa forma, verificou-se que o isolado A02, selecionado de solo brasileiro e
identificado como pertencente ao género Pseudomonas, apresenta um perfil de
degradacédo da atrazina semelhante ao perfil da bactéria padrdo Pseudomonas sp.
ADP. Os resultados estao apresentados nas figuras 15A e 15B.
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Figura 15 - Analise da degradacéo da atrazina em HPLC/DAD.
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A: Pseudomonas sp. ADP. B: Pseudomonas sp. A02. C: Achromobacter sp. A01l. D: Consorcio
bacteriano.

O isolado Achromobacter sp. A0l apresentou um perfil de degradacao
diferente daquele encontrado nos outros micro-organismos analisados. O resultado
pode ser observado na figura 15C. Apesar de iniciar a degradacdo nas primeiras 24
horas de incubacédo, apenas 7% de atrazina foi consumida pelo isolado A0l neste
periodo. A diminuicdo significativa de atrazina do meio (39%) ocorreu somente apos
48 horas do inicio do processo (p<0,0001) e ainda foi possivel detectar o herbicida
na amostra apos 4 dias de incubacdo. Assim, a degradacdo é mais lenta do que a
observada nos isolados ADP e A02.

Em funcéo do exposto acima, foi formado um consorcio bacteriano contendo
o isolado AO1 e o isolado AO02, ja que ambos apresentaram 0s genes atzA, atzB e
atzC que fazem parte da via inicial da degradacao da atrazina e, portanto, poderiam
realizar a primeira parte da via de forma mais eficiente. Assim o objetivo dessa
analise em consorcio foi verificar se os isolados juntos conseguem utilizar as
moléculas de atrazina mais rapidamente do que as culturas puras. O resultado &
apresentado na figura 15D e demonstra que o consorcio bacteriano formado pelos
isolados AO1 e AO2 néo foi mais eficiente na degradacéo da atrazina se comparado
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ao isolado A02 em cultura pura (p=0,1814). De fato, o perfil de degradacédo do
consorcio bacteriano € semelhante ao perfil encontrado na bactéria padrdo ADP e

no isolado A02.

5.5.3 Deteccdo de metabdlitos resultantes da biodegradacédo da atrazina - Analise
em LC-MS/MS

As amostras analisadas em HPLC/DAD foram também analisadas em LC-
MS/MS para deteccdo dos metabdlitos formados pela degradacdo da atrazina. Os
analitos pesquisados foram os metabdlitos resultantes da via inicial de degradacéo
da atrazina, que leva a formacao de acido cianarico como produto intermediario. Foi
possivel detectar hidroxiatrazina, n-isopropilamelida e acido ciandrico em todos os
isolados e em periodos de incubacao diferentes. A deteccdo dos metabdlitos nas
amostras confirma a degradacdo da molécula de atrazina pelas enzimas codificadas
pelos genes atzA, atzB e atzC.

Os trés analitos pesquisados foram detectados nas amostras do isolado
Pseudomonas sp. A02 nas primeiras 6 horas do processo degradativo. Apesar de
apresentar um perfil de degradacéo lento, hidroxiatrazina e n-isopropilamelida foram
detectados nas amostras do isolado Achromobacter sp. AO1 nas primeiras 12 horas
de incubacdo. O metabdlito intermediario acido cianurico foi formado somente a
partir de 96 horas e pbéde ser observado mesmo apéds 7 dias de incubacdo da

amostra, sugerindo acumulo de acido cianudrico no meio.

5.6 Andlise da comunidade bacteriana de solo contaminado por atrazina
5.6.1 Determinacao da abundancia dos genes de degradac¢éo da atrazina no solo
Com o objetivo de avaliar o potencial de degradacdo das moléculas de
atrazina pela microbiota do solo, um experimento de campo foi realizado durante 12
semanas. O herbicida atrazina foi aplicado ao solo e, posteriormente, amostras
foram coletadas para analise. O DNA total do solo coletado foi extraido e usado
como molde em ensaios de gPCR para determinar a abundancia do gene 16S rRNA
e dos genes atzA, atzD e trzN, envolvidos na degradacao de atrazina. Amostras de
solo também foram coletadas antes da aplicacdo de atrazina e analisadas da
mesma forma que as amostras de solo tratado com o herbicida. N&o foi possivel
observar diferenca na abundancia dos genes de degradacdo da atrazina no solo

antes da aplicacdo do herbicida (p= 0,4496), todavia ha uma diferenca significativa
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entre o numero de copias do gene 16S rRNA e os genes atz (p< 0,0001). O

resultado desta andlise € apresentado na figura 16.

Figura 16 - Abundancia dos genes 16S rRNA, atzA, atzD e trzN antes da aplicagéo de atrazina no

solo.
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Os resultados do ensaio mostram variagdo na abundancia do gene 16S rRNA

ao longo das 12 semanas (p< 0,0001), mas essa variacdo ndao € constante.

Inicialmente, ocorre diminuicdo do niumero de cépias do gene 16S, mas a partir da

terceira semana é possivel perceber aumento significativo na abundancia do gene

16S rRNA no solo apds aplicagéo de atrazina (Figura 17).

Figura 17 - Abundancia do gene 16S rRNA em amostras de solo ap0s aplicagdo de atrazina.
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Em relagdo aos genes de degradacgao da atrazina, os resultados do ensaio de

gPCR mostram que a abundancia dos genes que iniciam a via de degradacao segue

um padrao de alteracdes com o tempo. Ou seja, 0 numero de cOpias dos genes atzA

e trzN no solo aumenta ao longo das primeiras semanas de tratamento. A
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abundéancia do gene atzA é significativamente maior a partir da terceira semana e o
aumento se mantém até a oitava semana. Na 12°% semana, os valores retornam ao
inicial, ou seja, ndo ha diferenca significativa entre os valores do inicio e término do
experimento (Figura 18A). A abundancia do gene trzN foi alterada a partir da
segunda semana, sendo que o maior aumento foi observado na quarta semana de
tratamento. O aumento na abundancia do gene trzN foi observado até a Ultima

semana de analise das amostras de solo (p<0,0001) (Figura 18B).

Figura 18 - Abundancia dos genes atzA (A) e trzN (B) no solo ap6s aplicagdo de atrazina.
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As alteracdes no numero de copias do gene atzD (Figura 19) no solo néo
seguem o mesmo padrdo observado nos genes atzA e trzN. E possivel observar

uma variacdo na abundancia ao longo do tempo, mas o namero de copias do gene
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atzD nas amostras de solo tratadas apresenta valores abaixo dos valores detectados
na amostra controle. Portanto, essa variacdo nao parece estar relacionada ao uso
da atrazina no solo e pode ter ocorrido devido a outros fatores, como pequenas
variacoes de temperatura, umidade e pH do solo durante o periodo do experimento.

Figura 19 - Abundancia do gene atzD no solo.
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Ao comparar a abundancia dos genes de degradacao da atrazina atzA, atzD e
trzN nas amostras de solo, pode-se perceber que o gene trzN € o mais abundante
em todo o periodo pesquisado (Figura 20). Ha uma diferenca significativa entre a

abundancia dos genes estudados durante as 12 semanas (p< 0,0001).

Figura 20 - Diferenca na abundéncia dos genes atzA, atzD e trzN no solo apds aplicagdo de atrazina.
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5.6.2 Diversidade alfa e composi¢do da comunidade

O numero de Unidades Taxonémicas Operacionais (OTU's) variou entre 2485
a 5896 OTU's por amostra, com uma média de cobertura de 96,4% + 1,2% entre
todas as amostras. As amostras coletadas na segunda e oitava semanas apos
aplicacao de atrazina ao solo apresentaram menor diversidade alfa (médias 6,82 +
0,14 e 6,88 + 0,12; p= 0,0002) medida através do indice de Shannon, se
comparadas as amostras coletadas antes do inicio do tratamento (média 7,21 +

0,06) (Figura 21). Nao houve alteracao significativa na diversidade alfa das amostras

controle.
Figura 21 - Diversidade alfa das amostras de solo coletadas antes e apds aplicacédo de atrazina.
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Durante o periodo de 12 semanas de coleta de solo ap6s a aplicacao de
atrazina, a comunidade das amostras foi composta predominantemente por
membros dos filos Proteobacteria e Actinobacteria (Figura 22A). A figura 22B
apresenta a distribuicdo das comunidades das amostras de solo ao nivel de familia e
observa-se que a composi¢cao da comunidade é majoritariamente de familias menos
abundantes. Aproximadamente 20-30% das leituras de sequéncias ndo puderam ser

classificadas neste nivel taxondmico.
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Figura 22 - Distribuicdo da comunidade das amostras coletadas antes e ap6s aplicagdo de atrazina

ao solo.
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5.6.3 Beta diversidade

A composicdo da comunidade bacteriana diferiu significativamente entre
todas as amostras de solo analisadas (ANOSIM R= 0,2362, p< 0,001), mas nao
houve diferenca significativa entre as amostras coletadas antes da aplicacdo de
atrazina e as amostras tratadas com o herbicida.

A ordenacao de matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis revelou que néo
ha diferenca significativa entre as comunidades das amostras controle e tratadas, ja
qgue o agrupamento das amostras ndo pode ser relacionado a aplicacédo de atrazina
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ao solo (Figura 23). Entretanto, foi possivel observar diferencas significativas na
abundéancia de familias na quarta e oitava semanas apés aplicacdo de atrazina ao
solo (Figura 24). A abundancia das familias Enterobacteriaceae e Burkholderiaceae
€ maior na quarta semana e a abundancia das familias Conexibateraceae,
Solirubrobacteraceae e Gaiellaceae estdo aumentadas na oitava semana em

relacdo ao periodo anterior a aplicacdo de atrazina.

Figura 23 - Analise de coordenadas principais das matrizes de dissimilaridade de Bray-Curtis das
amostras de solo coletadas apds aplicacdo de atrazina.
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Figura 24 - Tamanho do efeito da analise discriminante linear (LEfSe) das amostras de solo coletadas
antes e apos aplicacao de atrazina.
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6 DISCUSSAO

O solo é um sistema dinamico e complexo que apresenta uma biodiversidade
substancial estimada em cerca de 10° células bacterianas em cada grama de solo. A
microbiota do solo é capaz de degradar uma grande variedade de compostos,
incluindo produtos quimicos sintetizados pelo homem. Entretanto, em areas
agricolas com repetidas aplicacdes de agrotoxicos ao longo do tempo, a diversidade
microbiana pode ser reduzida (ROESCH et al., 2007). A perda da biodiversidade do
solo é extremamente prejudicial ao ambiente, pois 0s micro-organismos constituem
um recurso genético que pode ser usado em técnicas de descontaminacgao
ambiental (NUNES; REZENDE, 2015). Assim, pesquisas relacionadas a
biorremediacdo sdo essenciais, jA que esta € uma tecnologia adequada para o
tratamento de areas contaminadas por xenobioticos.

O presente trabalho apresenta duas bactérias gram-negativas com habilidade
para degradar atrazina que foram isoladas de amostras de solos apo6s aplicacéo
recente do herbicida. Os isolados A0l e A02 foram identificados como pertencentes
aos géneros Achromobacter e Pseudomonas, respectivamente. Espécies de
Pseudomonas e Achromobacter sdo ubiquas e podem ser facilmente encontradas
em diferentes ambientes, tais como agua, solo, plantas e superficies. Estes géneros
bacterianos ja foram descritos anteriormente como potenciais degradadores de
atrazina (UDIKOVIC-KOLIC et al., 2010).

O local e a data de coleta das amostras de solo foram escolhidos de acordo
com as culturas e aplicacéo recente de atrazina, pois a degradacédo de xenobidticos
pela microbiota local pode estar relacionada ao histérico de contaminacdo da area.
De fato, estudos indicam que a aplicacdo de atrazina as lavouras leva ao
desenvolvimento de uma comunidade microbiana geneticamente capaz de
biodegradar este herbicida (El SEBAI et al., 2011). Além disso, segundo Cycon et al.
(2017), locais contaminados s&o considerados boas fontes para isolamento de
micro-organismos degradadores de poluentes, sendo que o método de
enriguecimento das amostras em meio de cultura € o mais adequado para o
isolamento de espécies microbianas com habilidade para degradar compostos
quimicos. Nesse estudo, a metodologia convencional para o isolamento bacteriano
nao resultou em isolados com potencial de degradacédo da atrazina, que pode ser

observado através da formacéo de halos em torno das coldénias em meio solido. Por
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este motivo, a metodologia foi adaptada para a técnica do enriquecimento das
amostras em meio de cultura ATZ-R com altas concentracdes de atrazina.

Entender a distribuicio de diferentes genes catabdlicos em diferentes
bactérias auxilia ha compreensédo do desenvolvimento de fungBes metabdlicas. De
Souza et al. (1998a) sugerem que o0s genes de degradacao da atrazina podem ter
surgido de uma origem Unica, pois estao distribuidos globalmente e sdo altamente
conservados em diferentes espécies bacterianas. Neste estudo, o isolado
Pseudomonas sp. AO2 apresentou todos os seis genes (atzA, atzB, atzC, atzD, atzE
e atzF) que fazem parte da via de degradacado da atrazina iniciada pela descloracéo
da molécula. Ja o isolado Achromobacter sp. apresentou somente 0s genes atzA,
atzB e atzC, que sado responsaveis pela primeira etapa de degradacéo da atrazina e
resulta na formacéo de &cido cianurico como metabdlito. Nos dois casos, 0s genes
atz foram sequenciados e apresentaram alta similaridade com os genes detectados
na bactéria padrdo Pseudomonas sp. ADP e em outros isolados, corroborando a
proposicado de De Souza et al. (1998a) e confirmando a presenca dos genes atz em
amostras de solo brasileiro.

Além de utilizar diversos compostos organicos como fonte de carbono e
nitrogénio, bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo capazes de
desenvolver novas atividades metabdlicas rapidamente em resposta a fatores
externos. Em um trabalho inovador, Cook e Hutter (1981) descreveram espécies de
Pseudomonas com habilidade para utilizar compostos s-triazinicos como fonte de
nitrogénio. Em seguida, Behki e Khan (1986) isolaram trés espécies de
Pseudomonas a partir de amostras de solo contaminado por atrazina, que foram
aptas a usar as moléculas de atrazina como fonte de carbono.

Mandelbaum et al. (1995) isolaram e caracterizaram a bactéria Pseudomonas
sp. ADP, que possui o plasmideo pADP-1 onde se localizam os genes atz. A
multifuncionalidade encontrada em bactérias do género Pseudomonas pode ocorrer
devido a presenca de plasmideos que conferem vantagem seletiva aos micro-
organismos (NUNES; REZENDE, 2015). No presente estudo, foi possivel identificar
um plasmideo da bactéria Pseudomonas sp. A02 que abriga os genes atzC e atzD.
N&o foi possivel determinar a localizacdo dos genes atzA e atzB no DNA plasmidial
do isolado A02, porém, como o ensaio de Southern Blot indicou que os genes atzC e
atzD estdo localizados no plasmideo e apresentam organizacdo similar ao

plasmideo pADP-1, pode-se sugerir que os demais genes também se encontram no
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plasmideo. Por outro lado, ndo foi detectado nenhum plasmideo do isolado AO1,
assim é possivel que os genes atz estejam localizados no DNA cromossémico. E
possivel também que os genes se localizem em plasmideos de alto peso molecular
ou gue estejam presentes em baixo numero de cOpias, o que dificulta a extragcdo por
metodologias convencionais.

Uma espécie de Arthrobacter isolada de amostras de solo da india
apresentou genes atz inseridos no DNA cromossomico (VAISHAMPAYAN et al.
2007). A disseminacédo desses genes no ambiente pode ocorrer por transferéncia
lateral associada a sequéncias de insercdo. De fato, um estudo demonstrou que o
plasmideo ADP1::Tn5 foi transferido para a microbiota do solo e 0s micro-
organismos adquiriram 0s genes atzA e atzB, que foram inseridos no DNA
cromossémico por um transposon (DEVERS et al. 2005). Além disso, Udikovic-Kolic
et al. (2008) reportaram um perfil plasmidial composto por cinco plasmideos de
diferentes pesos moleculares extraidos de uma comunidade microbiana com
atividade de degradacdo da atrazina. Apenas um dos plasmideos, de 322 kb, foi
relacionado aos genes atz. Ademais, De Souza et al. (1998b) revelaram que o
plasmideo pADP-1 pode estar presente em baixo nimero de cépias no genoma da
bactéria Pseudomonas sp. ADP.

Para se desenvolver técnicas de biorremediacao, € fundamental determinar a
capacidade de degradacao dos micro-organismos em meio liquido e os parametros
adequados ao processo de acordo com o0 composto estudado. Por isso, para
alcancar as maiores taxas de degradacao da atrazina pelos isolados deste estudo,
foram definidos os seguintes parametros dos ensaios: pH do meio de cultura
ajustado em 6,8, temperatura de incubacao de 30°C e incubagao das amostras sob
agitacdo em 150 rpm. Esses parametros sdo os mesmos utilizados em diversos
estudos de degradacdo (MANDELBAUM et al., 1993; MANDELBAUM et al., 1995;
HERNANDE?Z et al., 2008).

Experimentos realizados por Hussain et al. (2007) mostraram que as maiores
taxas de degradacdo do inseticida endosulfan por espécies de Pseudomonas
aeruginosa foram observadas na faixa de temperatura de 25-35°C. O mesmo estudo
demonstrou ainda que o pH bésico é o ideal para os processos de degradacédo. A
concentracéo de atrazina também pode influenciar a capacidade de degradacédo do
micro-organismo e Wang & Xie (2012) demonstraram que as concentracdes de 50,

100 e 500 mg.L™ sdo completamente degradadas por micro-organismos em meio
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liqguido em até 48 horas de incubacdo, mas a taxa de degradacdo diminui
consideravelmente se a concentracédo aumenta para 1000 mg.L™. Estudos aplicados
revelaram ainda que, mesmo apresentando altas taxas de degradacgao da atrazina,
um indculo Unico da bactéria ADP é insuficiente para descontaminar areas com altas
concentracdes do herbicida (STRUTHERS et al., 1998; LIMA et al., 2009).

Andlises em HPLC/DAD evidenciaram que a Pseudomonas sp. A02 foi capaz
de reduzir significativamente a concentracdo de atrazina in vitro em 6 horas de
incubagé&o. Todos os seis genes atz foram detectados no DNA do isolado, sugerindo
potencial para a degradacédo completa da molécula de atrazina que leva a formacéo
de CO;, e NHs. Os resultados do ensaio de Northern Blot mostraram que 0s genes
atzA, atzB, aztC e atzD nesse isolado sédo diferencialmente expressos apos 2 horas
de tratamento com atrazina, indicando que o herbicida aumenta a expresséo destes
genes. Ainda, os trés metabdlitos iniciais hidroxiatrazina, n-isopropilamelida e acido
cianurico foram detectados nas primeiras seis horas de incubacédo do isolado A02,
corroborando a transformacao da molécula em um curto periodo de tempo.

Em contrapartida, o isolado A0l apresentou somente 0sS genes atzA, atzB e
atzC, que sdo necessarios para transformar a molécula de atrazina até acido
cianurico (DE SOUZA et al., 1996; SADOWSKY et al., 1998; SHAPIR et al. 2007). A
partir desses resultados, é possivel sugerir que a degradacéo pelo isolado A0l é
incompleta, ja que os genes atzD, atzE e atzF ndo foram detectados. Esse conjunto
de genes é responsavel pela finalizacdo da via de degradacdo da atrazina, levando
a transformacéo completa da molécula (MARTINEZ et al. 2001; SHAPIR et al. 2005).
Estes resultados encontrados sdo consistentes com o trabalho de Wang e Xie
(2012), que reportaram uma espécie de Arthrobacter com habilidade para
transformar a atrazina em acido cianurico, contendo apenas os genes trzN (analogo
ao atzA), atzB e atzC. Outra espécie de Arthrobacter, isolada de solo egipcio, possui
0 mesmo conjunto de genes (trzN, atzA e atzB) e também é incapaz de degradar
completamente a molécula de atrazina (El SEBAI et al., 2011).

Somando-se a esses resultados, ndo foi possivel detectar expressdo dos
genes atzA, atzB e atzC apds 2 horas de tratamento com atrazina, fato que pode
explicar a degradacao tardia apresentada pelo isolado Achromobacter sp. A analise
das amostras em LC/MS-MS mostrou também que o metabdlito acido cianurico é

formado somente apds 96 horas e foi detectado mesmo apos 7 dias de incubacéo,
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indicando possivel acumulo de acido cianurico pelo isolado AO1, observado nas
analises em espectrofotdmetro de luz ultravioleta.

De acordo com Martinez et al. (2001), os genes atzA, atzB e atzC séao
expressos constitutivamente e ndo sédo regulados pela presenca de atrazina. Além
de apresentar perfis de degradacéo bastante distintos, os isolados bacterianos deste
estudo mostraram diferentes perfis de expressédo dos genes atz. Somente o isolado
A02 exibiu expressdo diferencial ap0s tratamento com atrazina em meio liquido,
enquanto que ndo foi possivel avaliar o padrédo de expressdo dos genes antes e
depois do tratamento no isolado AOL.

Devers et al. (2004) analisaram a expressdo dos genes atz em dois micro-
orgnismos diferentes, Pseudomonas sp. ADP e Chelatobacter heintzii, e mostraram
que os niveis de expressao foram aumentados significativamente no isolado ADP na
presenca de atrazina. A expressdo do gene atzC nao foi detectada em C. heintzii.
Esses dados indicam que diferentes micro-organismos podem apresentar diferentes
padrbes de expressao génica, ja que a rede de regulacao de cada bactéria influencia
a expressao dos genes e modula a funcdo de degradacao. Adicionalmente, cada
micro-organismo responde aos estimulos de maneira diferente.

As etapas do metabolismo da atrazina podem ser realizadas por diferentes
micro-organismos que fazem parte de um consorcio bacteriano (DE SOUZA et
al.1998b). Um consorcio contendo as bactérias Achromobacter sp. e Pseudomonas
sp. foi formado e os resultados da analise de degradacédo evidenciaram que o
isolado AO1 néo foi capaz de auxiliar o isolado A02 nas etapas iniciais do processo
de degradacédo da atrazina. O perfil de degradacao do consércio bacteriano é muito
semelhante ao perfil observado na Pseudomonas sp., indicando que o isolado
Achromobacter sp. ndo participa do processo nessa analise especifica. Esse
resultado esta de acordo com o esperado, visto que 0s micro-organismos A0l e A02
possuem perfis de degradacdo muito diferentes e a degradacdo da molécula de
atrazina pelo isolado AO1 ¢ iniciada tardiamente.

Comunidades microbianas com habilidade para metabolizar compostos sao
mais comuns no solo do que espécies individuais e podem apresentar maior
capacidade para transformar substratos devido ao aumento da atividade metabdlica
(UDIKOVIC-KOLIC et al., 2007). Espécies de Achromobacter sp. ja foram descritas
como membros de consoércios em ensaios de degradacdo da atrazina em &gua,
como também em amostras de solo (MIRGAIN et al.,, 1995; SAGARKAR et al.,
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2013). Portanto, o isolado AO1 pode ser usado em técnicas de biorremediacdo como
parte de um consércio bacteriano juntamente com outros micro-organismos que
possuem 0s genes atzD, atzE e atzF e que nao iniciam a via de degradacao da
atrazina isoladamente.

Neste trabalho, a abundancia dos genes atzA, trzN e atzD foi quantificada
usando a técnica de gPCR. A quantificacdo da abundéncia dos genes de
degradacdo da atrazina é importante para determinar o potencial genético da
comunidade bacteriana. Além disso, 0s genes atz podem ser usados como
biomarcadores da habilidade de degradacdo pela microbiota do solo (MONARD et
al., 2010, FAJARDO et al., 2012). A quantificacdo de micro-organismos do solo pode
apresentar problemas devido a espécies bacterianas ndo cultivaveis, inibidores da
reacdo e dificuldade de se obter DNA purificado, mas a técnica de PCR em tempo
real é considerada o método mais adequado e sensivel para a deteccdo dos genes
atz no ambiente do solo (THOMPSON et al., 2010).

Os resultados do ensaio de qPCR mostraram que 0s genes atz que codificam
as enzimas responsaveis pelo inicio da via de degradacdo variou em resposta a
aplicacao de atrazina ao solo. O numero de copias dos genes atzA e trzN aumentou
a partir das primeiras semanas apés a aplicacdo de atrazina ao solo, sugerindo
adaptacdo da microbiota. De fato, a degradacéo natural de poluentes é sustentada
pela adaptacdo da microbiota do solo no ambiente e é essencial para 0s processos
de detoxificacdo do solo (MONARD et al., 2010). Monard et al. (2008) demonstraram
gue o gene atzA detectado em amostras de solo derivou de bactérias indigenas e
nao de espécies inoculadas ao solo, apdés comparar a abundancia de atzA em solo
com e sem indculo bacteriano. Diferentemente, Kersante et al. (2006) sugerem que
o tratamento com atrazina ndo afeta significativamente a abundancia dos genes
atzA, atzB e atzC em amostras de solo sem in6culo bacteriano. Essas analises
foram realizadas ap6s 9 dias do tratamento do solo com atrazina, o que pode
explicar a divergéncia de resultados, ja que no presente trabalho o nimero de copias
dos genes trzN e atzA aumentou apos 2 e 3 semanas, respectivamente.

O gene trzN codifica para uma atrazina clorohidrolase que é analoga a AtzA.
Neste estudo, os resultados indicaram que o trzN é o gene mais abundante nas
amostras de solo tratadas com atrazina, se comparado aos genes atzA e atzD.
Estes resultados concordam com o trabalho de Arbeli e Fuentes (2010) que mostrou

gque o gene trzN é dominante em uma comunidade de micro-organismos
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degradadores de atrazina. Sagarkar et al. (2013) monitoraram 0s genes atz durante
0 processo de degradacdo da atrazina em amostras de solo e observaram que o
namero de copias do gene trzN aumenta na segunda semana em amostras de solo
sem inoculo bacteriano.

O sequenciamento do gene 16S rRNA sugere que a estrutura da comunidade
bacteriana ndo mudou significativamente apds a aplicacdo de atrazina ao solo. As
amostras tratadas apresentaram alta diversidade alfa mesmo apds uma pequena
diminuicdo na segunda e oitava semanas. A biodegradagédo da atrazina tem sido
bastante estudada nas ultimas décadas e esta diretamente ligada a alta diversidade
bacteriana. Diversas espécies bacterianas ja foram descritas como degradadoras de
atrazina no solo (MONARD et al., 2010). Herbicidas podem inibir o crescimento de
alguns organismos devido a toxicidade, mas também sdo capazes de estimular
grupos especificos ja que servem como fonte de nutrientes (BONFLEUR et al.,
2015). O trabalho de Moreno et al. (2007) indicou um aumento na biomassa
microbiana apés tratamento do solo com atrazina e sugere que as variacbes
ocorridas na comunidade do solo refletem a habilidade dos organismos em
responder ao poluente e adaptar-se. Isto pode explicar o aumento no nimero de
copias do gene 16S rRNA apOs a segunda semana de tratamento com atrazina no
presente trabalho.

Voets et al. (1974) utilizaram métodos baseados em cultura para analisar
amostras de solo apds longos periodos de tratamento com atrazina e mostraram que
o herbicida pode alterar significativamente a populacdo microbiana. O total de
bactérias e fungos nédo diminuiu, mas grupos especificos foram reduzidos. Godoi et
al. (2014) estudaram amostras de solo brasileiro usando a técnica de FISH e
descobriram que as amostras tratadas com atrazina apresentam menor diversidade.
Estes trabalhos ilustram a dificuldade em comparar estudos de efeitos de
agrotoxicos na microbiota do solo devido a diferentes desenhos experimetais, dose
aplicada e técnicas utilizadas. Muitos trabalhos utilizam técnicas baseadas em
cultura e técnicas independentes de cultivo como DGGE, FISH, T-RFLP, RAPD, que
sdo métodos bem estabelecidos, mas apresentam baixa resolucdo se comparados
ao sequenciamento de nova geracdo. O Sequenciamento de nova geragao permite
uma analise mais detalhada das amostras e € a ferramenta mais adequada para a
avaliagdo de comunidades microbianas do solo (JACOBSEN; HIELMS@, 2014).
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A analise da estrutura das comunidades bacterianas mostrou que os filos
mais abundantes, tanto nas amostras controle quanto nas amostras tratadas, séo
Actinobacteria e Proteobacteria. Estes filos ja foram positivamente correlacionados a
concentracdo de atrazina no solo e foram também reportados como os filos mais
abundantes em ambientes contaminados por agrotoxicos. Do mesmo modo, varios
organismos degradadores de atrazina fazem parte destes filos (LIU et al., 2016).

A analise da abundancia relativa das familias indicou que as familias
Enterobacteriaceae e Burkholderiaceae estdo significativamente aumentadas nas
amostras coletadas quatro semanas ap0s a aplicacdo de atrazina ao solo. Estas
familias sdo compostas por bactérias gram-negativas de crescimento rapido que
podem conter o gene atzA em seu material genético.

As familias Conexibacteraceae, Solirubrobacteraceae e Gaiellaceae estéo
aumentadas na oitava semana e podem ser relacionadas ao aumento na
abundéancia do gene trzN. Estas familias pertencem ao filo Actinobacteria que
representa um dos filos mais abundantes em amostras de solo. A familia
Conexibacteraceae €é baseada apenas em uma espécie e as familias
Conexibacteraceae e Solirubrobacteraceae contém apenas algumas espécies
cultivaveis. Apesar disso, varias sequéncias do gene 16S rRNA de solos de
diferentes partes do mundo e também de isolados de solo nado identificados
apresentam alta similaridade a organismos destes grupos (WHITMAN et al., 2012).
Ja a familia Gaiellaceae é nova e pouco estudada até o momento. Esta familia é
formada por bactérias gram-positivas estritamente aerébias e tem sido associada as
plantas e correlacionada a taxa carbono-nitrogénio no solo (HERMANS et al., 2016).
Até o presente momento, ndo existem muitos estudos relacionados a essas familias
e, por isso, as pesquisas relacionadas as bactérias do solo em diferentes niveis
taxondbmicos sdo necessarias para o melhor entendimento dos efeitos na

comunidade bacteriana do solo.
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7 CONCLUSAO

e Este estudo confirma a presenca de bactérias com capacidade de
biodegradacdo da atrazina em solo da regido de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo,
Brasil.

e As bactérias isoladas neste estudo apresentaram conjuntos de genes de
degradacdo da atrazina diferentes, assim como perfis de degradacao
diferentes.

e Os genes atzC e atzD do isolado Pseudomonas sp. A02 estéo localizados no
DNA plasmidial. N&o foi possivel determinar a localizacdo de todos os genes
atz detectados nas duas bactérias do estudo.

e Apenas o isolado A02 apresentou expressao diferencial dos genes atz apés
tratamento com atrazina.

e A transformacdo da molécula de atrazina pelos isolados do estudo foi
confirmada através da deteccdo de metabdlitos em amostras contendo as
bactérias do estudo.

e O perfil de degradacédo dos isolados esta relacionado ao grupo de genes
detectado em cada isolado e também com o perfil de expressao dos genes
atz.

e O isolado Achromobacter sp. AO1 é um candidato para formacéo de consorcio
bacteriano.

e A aplicacao de atrazina ao solo aumenta a abundancia dos genes atzA e trzN
ao longo do tempo, mas ndo causa efeitos significativos na estrutura da

comunidade bacteriana.
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Apéndice A. Condicdes das reacOes de qPCR para os genes 16S rRNA, atzA, atzD

e trzN.

Tabela 6 - Condi¢fes da rea¢do de gPCR para o gene 16S rRNA.

Pré-incubacao Desnaturacéo Anelamento Extensao
50°C por 2 min 95°C 50° 72°C
95°C por 5 min 15 seg 30 seg 30 seg
40 ciclos
Tabela 7 - Condi¢8es da reacdo de gPCR para os genes atzA e atzD.

Pré-incubacdo  Desnaturacéo Anelamento Extenséo Aqu;silr:;;ello de
50°C - 2 min 95°C 60° 72°C 81°C
95°C - 5 min 15 seg 30 seg 30 seg 15 seg

40 ciclos
Tabela 8 - Condicdes da reacéo de gPCR para o gene trzN.

Pré-incubacao Desnaturacéo Anelamento Extenséo

50°C por 2 min 95°C 55 72°C

95°C por 5 min 45 seg 45 seg 45 seg
45 ciclos

Apéndice B. Curva de calibracdo da atrazina.

Figura 25 - Curva de calibracdo da atrazina.
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