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RESUMO

Com o aumento no consumo de alimentos no mundo existe a necessidade de aumento
no numero de locais para o cultivo e producdo em grande escala destes alimentos. No
caso do Estado de Mato Grosso do Sul ocorre uma grande expansao canavieira, devido
ao seu potencial de recursos natueassapoio ao setor produtivo. Além da necessidade

de aumento destas areas agricolas, as mesmas precisam de uma producéo eficiente, livre
do ataque de insetos praga e ervas daninhas que danifiquem a plantacdo diminuindo a
producdao final. Neste sentido existe a necessidade da utilizacéo de herbicidas para evitar
o crescimento de ervas daninhas, estes herbicidas por sua vez sédo altamente poluentes
ao meio ambiente, contaminando solos e aguas subterraneas. Este trabalho teve por
objetivo a bioprospeccédo de bactérias com potencial de crescimento em atrazina, um
herbicida utilizado em lavoura de cana-de-acUcar, além do estudo do metabolismo deste
compostoin silico. Foram coletadas amostras de solo de duas fazendas do Estado de
Mato Grosso do Sul com historico de uso deste herbicida. As amostras de solo coletadas
foram enriquecidas com o herbicida atrazina e a partir destas amostras foram obtidos
dezoito isolados bacterianos em meios de cultivo contendo 0,1% deste herbgida, do
dezoito isolados apenas onze apresentaram crescimento significativo apos repiques
sucessivos, com 0s quais realizou-se caracterizagcdo bioquimica e morfolégica, e curvas
de crescimento com os quatro isolados que melhor apresentaram crescimento nas placas
de Petri, mensurou-se este crescimento através do aumento da absorbancia A 600nm.
partir dos resultados obtidos verificou-se que a bioprospeccéo de bactérias em lavouras
com histérico de utilizagdo do herbicida atrazina permitem o isolamento de micro-
organismos com potencial de metabolizacdo deste xenobidtico. Em paralelo um trabalho
in silico foi realizado através da utilizacdo de ferramentas de bioinformética para a
construcdo de arvores filogenéticas com o objetivo de analisar a variagdo de genes
envolvidos na biodegradacéo da atrazina, onde foi possivel observar esta variabilidade
genética existente entre os genes, a partir de micro-organismos de diferentes filos

encontrados no banco de dados da NCBI.

Palavras-chave:Contaminag&o, meio ambiente, herbicida, degradacéao.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, existe uma grande demanda por alimentos no Brasil e no mundo,
surgindo assim extensas areas agricolas para suportar esta demanda, nessas areas
agricolas podem surgir pragas, ervas daninhas, micro-organismos que danificam as
plantacbes e causam prejuizos para seus produtores. Para controlar essas pragas, 0s
produtores utilizam-se de pesticidas, que por um lado sdo capazes de controlar as

pragas, mas por outro causam prejuizos ao ambiente.

Com a expansao agricola observada nos ultimos anos tem-se notado também um
aumento no uso dos agrotéxicos que sao 0s compostos mais amplamente encontrados
em corpos hidricos superficiais e subterrdneos no mundo todo. S&o em sua maioria
moléculas xenobidticas, ou seja, que ndo se encontra naturalmente no meio ambiente,
incluem uma variedade de moléculas com diferentes caracteristicas que resultam em
distintos graus de recalcitrancia (persisténcia ambiental) e mobilidade, além de
potencial tdxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico, podendo ainda provocar
efeitos enddcrinos a diversos organismos nao alvos, inclusive ao Homem (ARMAS
2006).

No caso especifico do Estado de Mato Grosso do Sul tem ocorrido uma grande
expansao canavieira, devido ao seu potencial de recursos naturais e a infraestrutura mo-
derna voltada para o apoio ao setor produtivo, que alavancam investimentos nas
atividades agroindustriais e de expansdo do intercambio comercial (GUIMARAES et
al., 2010). Porém, pesquisas sugerem uma perda na diversidade bioldgica, causando
inclusive o aparecimento de pragas agricolas devido tanto a pratica do sistema de
monoculturas quanto ao uso dos pesticidas (CNCEEGET-PIOTROWSKA, 2009).

Neste contexto, um dos herbicidas bastante utilizado em lavouras de cana-de-
acucar é a atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) faz parte da familia
das triazinas, intensamente utilizadas no Brasil e no mundo, sendo frequentemente
detectado como o principal poluente organico de aguas subterraneas e superficiais em
varios paises (DORFLER et al., 1997).

Devido a semelhanca de muitas substancias xenobidticas com compostos

naturalmente presentes nos ambientes, estas moléculas podem ser biodegradadas. A
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atividade microbiana é o fator preponderante na determinacao da velocidade e extenséo
de degradacgao dos pesticidas no solo (SILVA, 2001). As condi¢bes do ambiente que
favorecem o desenvolvimento microbiano no solo sdo as mesmas que favorecem a
degradacdo de pesticidas: temperatura, umidade e aeracdo. Os micro-organismos do
solo, principalmente bactérias e fungos, tém sido relatados como o0s principais
degradadores de pesticidas (MONTEIRO, 2001).

A maioria dos agrotéxicos € transformada predominantemente por processos
biologicos através de enzimas existentes em animais, plantas e micro-organismos
(SEMPLE e FERMOR, 1995). As transformacdes bidticas dos agrotoxicos geralmente
resultam na degradagao da estrutura molecular em formas mais simples (CHENG,
1990).

Os micro-organismos exibem duas estratégias ecoldgicas para a assimilacdo do
substrato ou metabolismo: mineralizacdo e cometabolismo. Na primeira, o substrato
absorvido é quebrado em pequenas moléculas, as quais sdo posteriormente
metabolizadas em rotas que geram energia. Nesse caso, a biomassa microbiana aumenta
as expensas do substrato e a concentracdo deste diminui consideravelmente com a
expansdo da populacdo microbiana. A mineralizacdo significa que a molécula é
degradada completamente formando moléculas inorganicas de ocorréncia universal
como: CQ, CO, HO, NHs;, HS, HCI. Ao contrario da mineralizacdo, no
cometabolismo ndo ha geracéo de energia. Os pesticidas séo transformados pelas rotas
metabolicas que contém enzimas com alta especificidade de substrato. O resultado € um
metabdlito que poderd ser degradado posteriormente ou podera ligar-se a matriz
organica (MONTEIRO, 2001).

Uma ferramenta importante nos estudos de genes que codificam enzimas
envolvidas na biodegradacéo de xenobiéticabdinformatica. Através dela podemos
estudar a fundo as composicdes e organizacdes genéticas dos micro-organismos e suas
variagdes. O banco de dados daBl@\ational Center for Biotechnology Information)
nos fornece muitas informacdes a respeito dos organismos, como sequéncias de genes
especificos ou genomas completos dos organismos. Estas ferramentas e informacdes
permitem estabelecer filogenias e entender a dinAmica das comunidades microbianas,
através de analises filogenéticas que demonstram a historia evolutiva dos organismos.
Hoje, a bioinformética tem sido utilizada em diversas areas como a construgéo de banco
de dados e a mineracdo de dados; andlises de sequéncias; para identificar gene, predizer

suas funcbes e demonstrar relacbes entre genes e proteinas; prever a conformacéo
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tridimensional das proteinas; construir arvores filogenéticas e modelos evolutivos;

construir bibliotecas genémicas; estudar as funcdes biolégicas; design de drogas entre
muitas outras (SANTOS, 2010).

Levando em consideracdo as estratégias de degradacdo de pesticidas e a
diversidade de micro-organismos com este potencial, os estudos nesta area sdo de
grande importancia. Os estudos de diversidade microbiana tém sido realizados baseados

tanto em técnicas dependentes, quanto independentes de cultivo (WETLER-TONINI et
al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Bioprospeccédo e estudo do metabolismo de bactérias com potencial de degradacéo do
pesticida atrazina utilizado em lavouras de cana-de-acucar no Eetsldbo Grosso do
Sul.

2.2.Especificos

e |solar através de métodos de cultivo bactérias capazes de crescer no pesticida
atrazina como fonte de nitrogénio;

e |solar através de métodos de cultivo bactérias capazes de crescer no pesticida
atrazina em processo cometabdlico, utilizando-se fontes secundarias de carbono
e energia;

e Avaliar o crescimento dos isolados nos pesticidas estudados;

e Analisar a variacdo e a filogenia do gene codificador da enzima atrazine

chlorohydrolase responséavel pela degradacao da atrazina.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Solo

O solo é considerado um importante recurso econémico, seja na agricultura, na
pecuaria e na industria, e sua conservacdo é fundamental para a manutencdo da vida.
Este possui biodiversidade abundante, com milhdes de diferentes espécies vivendo em
apenas uma pequena quantidade de solo (FAGERIA E STONE, 2006). Estas espécies
variam de acordo com as estacdes do ano e estdo diretamente ligadas ao regime hidrico,
ao clima da regido, a estrutura do solo e ao teor de residuos vegetais (ZILLI et al., 2003;
PULLEMAN et al.,2012).

A microbiota do solo é responsavel pela transformacdo da matéria organica
através de reacdes bioquimicas, além de atuar na fixacdo de nitrogénio, na ciclagem de
nutrientes, na desintoxicacdo de poluentes e na purificacdo do ar e da agua, os quais séo
processos importantes para a manutencdo da qualidade do solo (SILVEIRA e
FREITAS, 2007).

Embora o solo seja capaz de absorver uma ampla quantidade de contaminantes
sem sofrer grandes transformagfes, com o passar do tempo estas sao quase sempre
irreversiveis e os danos causados ao ambiente sdo de dificil recuperacdo (STEFFEN et
al., 2011).

3.2. Agroquimicos

A Lei Federal n° 7.802 de 11/07/89, regulamentada através do Decreto 4.074, no
seu Artigo 1°, Inciso IV, define o termo agrotoxico da seguinte fofd@produtos e
0s componentes de processos fisicos, quimicos ou biol6gicos destinados ao uso nos
setores de producdo, armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protecdo de florestas nativas ou implantadas e de outros ecossistemas
também em ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicao da flora e da fauna, a fim de preserva-la da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como substancias e produtos empregados como

desfolhantes, dessecantassimuladores e inibidores do crescimento”.

Os agrotoxicos comecgaram a ser usados em escala mundial apés a Segunda
Grande Guerra (DAMS, 2006). No Brasil, o uso de pesticidas teve um aumento

consideravel a partir da década de 70, quando o pais adotou o pacote agricola intitulado
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"Revolucdo Verde", como forma de buscar o aumento imediato de produtividade
(UETA et al., 2001).

O aumento da populagdo mundial e a demanda crescente por alimentos
incentivaram o agronegocio e motivaram a agricultura a implementar processos de
mecanizacdo e o0 emprego de agroquimicos em geral. Ao longo dos anos, a agricultura
mundial cresceu em &rea cultivada e produtividade acompanhada pelo uso intenso de
pesticidas, adubos quimicos e outras substancias sintéticas (ARMAS e MONTEIRO,
2005). Utilizamse por exemplo, pesticidas, que sédo produtos utilizados na agricultura
para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas, visando o aumento da
produtividade, melhoria na qualidade do produto e a reducéo do trabalho e gastos, de
um ponto de vista econdmico, esse aumento so traz beneficios a sociedade, no entanto,

0 meio ambiente invariavelmente é afetado (SOUZA, 2011).

No Brasil, a expansédo de area plantada de cana-de-acucar, impulsionada pela
demanda crescente do etanol como matriz energética nacional, € acompanhada pelo
aumento do consumo de insumos especificos para a cultura. Os herbicidas campdem
classe de agroquimicos mais utilizados na cultura de dmaedcar (ARMAS et al.,

2005).

Os pesticidas podem ser classificados em funcdo de varios aspectos que 0s
diferenciam em classes. Por exemplo, de acordo com o tipo de peste que controlam:
algicidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, entre outros (USEPA, 2009). Os herbicidas
sdo compostos organicos, quimicamente sintetizados, utilizados na agricultura para o
controle de ervas daninhas, e, geralmente, incorporados diretamente ao solo. Nas
Ultimas décadas o crescimento na utilizacdo de herbicidas em solos agricultaveis
brasileiros tem sido muito acentuado, principalmente devido as extensas culturas de
cana-de-acucar. Uma classe de herbicidas muito utilizados neste tipo de cultura sdo as
s-triazinas (KHAN, 1980).

Dentre os herbicidas mais utilizados na agricultura, a atrazina (2-cloro-4-
etilamina-6-isopropilamina-s-triazina), um herbicida da classe dos triazinicos, € usada
intensivamente no controle de ervas daninhas em pré ou pds emergéncia, principalmente

em culturas de cana-de-acgucar, milho, e soja (ANVISA).
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As triazinas pertencem ao grupo de herbicidas inibidores do fotosistema II.
Atuam na membrana do cloroplasto em que ocorre a fase luminosa da fotossintese, mais
especificamente no transporte de elétrons (CHRISTOFFOLET et al., 2004).

3.2.1. Atrazina

A atrazina [2-cloro-4(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina, CAS N° 1912-
24-9, pertence a classe quimica das triazinas, sua estrutura quimica € representada por
um anel triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, que a torna
recalcitrante para a degradacao biolégica no ambiente (COLLA et al., 2008). A atrazina
€ um dos herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo e é comumente utilizado em
uma grande variedade de culturas, tais como soja, milho, sorgo decaqizcar (GAO

et al., 2011). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica da atrazina.

Cl~_ _N._ _NHCH,CH,

Figura 01. Estrutura quimica da atrazina.

A atrazina foi patenteada na Suica em 1958 e registrada para uso comercial nos
Estados Unidos em 1959 (UETA et al., 2001). Este herbicida € mundialmente utilizado,

muitas vezes em combinacdo com outros herbicidas (CHAN e CHU, 2005).

Estudos de persisténcia de atrazina mostram que apés anos da Ultima aplicacédo
deste herbicida ainda foram detectados concentracbes em média quatro vezes maiores
em superficie comparado a superficies do solo (0-10 cm), indicando elevado risco de
contaminagdo de aguas subterraneas, mesmo apds 22 anos de exposi¢céo desse herbicida
(JABLONOWSKI etal. 2009).

ApoOs a aplicagédo, a atrazina pode-se tornar um contaminante potencial de

aquiferos baseado em suas caracteristicas fisico-quimicas, como: alto potencial de
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escoamento, persisténcia no solo, hidrolise lenta, baixa pressdo de vapor, solubilidade
em agua baixa a moderada, absor¢cdo moderada pela matéria organica e pela argila
(UETA et al., 1999). No entanto a meia-vida desse herbicida é variavel em funcdo do
tipo de solo e da condicao climatica (QUEIROZ e MONTEIRO, 2000). A mobilidade
desse composto pode ser influenciada pelas condi¢cdes climaticas como indice
pluviométrico e temperatura, bem como as caracteristicas intrinsecas do solo
(CANUTO et al., 2010). Dependendo de suas caracteristicas podem permanecer em
diferentes compartimentos ambientais, tais como atmosfera, solo, agua de superficie e
subterranea (CABRERA et al., 2008).

A toxicidade potencial da atrazina tem motivado pesquisas direcionadas para a
sua biorremediacdo. Esta técnica tem sido considerada a metodologia de escolha para a
recuperacdo de areas comprometidas devido ao potencial de metabolizacdo dos micro-
organismos, custo relativamente baixo e reduzido impacto ambiental (RALEBITSO,

2002,

7

A atrazina assim como a maioria dos agrotoxicos é transformada
predominantemente por processos biolégicos através de enzimas existentes nos micro-
organismos (SEMPLE e FERMOR, 1995). As transformacdes bidticas dos agrotdxicos
geralmente resultam na degradacdo da estrutura molecular em formas mais simples
(CHENG, 1990).

3.3. Bioprospeccéo e biorremediacao.

A remocao e/ou degradacao de diversos poluentes organicos xenobi6ticos no
ambiente ndo € um processo simples (CARMO et al, 2013). Uma vez que a
contaminacdo ambiental ja tenha ocorrido, a prevencéo de novas fontes de polui¢édo e a
remediacdo do ambiente contaminado tornam-se estratégias fundamentais para garantir
a sustentabilidade ambiental. As técnicas de recuperacdo ambiental tém como objetivo a
completa degradacéo dos poluentes, ou, pelo menos, a diminuicdo de sua concentracao
até niveis aceitaveis ou sua conversdo a substancias de menor toxicidade, reduzindo os
danos ambientais e preservando a saude humana (BONAVENTURA e JOHNSON,

1997; VIDALLI, 2001; CAMPQOS, 2009).

A preocupacdo com 0 meio ambiente e sua degradacdo tem levado ao

desenvolvimento de novas tecnologias, as quais promovem a recuperacdo ou a
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remediacdo de areas contaminadas com a utilizagcdo de micro-organismos, plantas ou
mesmo enzimas (DAMS, 2006).

As bactérias possuem uma versatilidade muito grande no que diz respeito aos
processos metabolicos e os ambientes onde vivem. Esses micro-organismos Sao capazes
de sobreviver em condi¢cdes quimicas e fisicas extremas, sendo possivel encontra-los
nos mais variados meios. Por serem capazes de utilizar outros compostos além do
oxigénio para o processo de respiragdo, as bactérias influenciam o comportamento de
elementos quimicos; como moléculas organicas e os metais. Assim, elas podem ser
consideradas como agentes primarios das mudancas geoquimicas, devido ao seu alto
potencial metabdlico e grande capacidade de adaptacdo que Ihe confere uma larga e
abundante distribuicdo (MOREIRA, 2013).

A busca de cepas microbianas capazes de degradar é fundamental para o
desenvolvimento de processos de biorremediacdo, como ferramentas corretivas para
resolver os atuais problemas do uso irracional de agrotoxicos. Numerosos estudos estao
sendo realizados sobre a degradagédo de pesticidas por micro-organismos, estes estudos
tém como objetivo isolar e caracterizar espécies microbianas com elevada capacidade
de remover diferentes grupos de pesticidas (LOPEZ et al., 2005). A biodegradacdo da
atrazina pode variar de acordo com o tipo de solo, microbiota presente e disponibilidade
de nutrientes como carbono e nitrogénio (HUNTER e SHANER, 2010).

Uma forma muito utilizada de localizar e descobrir o potencial desses micro-
organismos degradadores de pesticidas € utilizando a bioprospeccao, podemos destacar
como vantagens da bioprospeccao propiciar conhecimento da biodiversidade e seu
potencial biotecnoldgico e fornecer substancias importantes ao homem, através das
atividades bioquimicas (FERREIRA, 2012).

A bioprospeccao pode ser definida como o método ou forma de localizar, avaliar
e explorar sistematica e legalmente a diversidade de vida existente em determinado
local tem como objetivo principal a busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins
comerciais (FARNSWORTH, 1977; REID, 1993).

Dentro dos produtos da bioprospecc¢éao de seres vivos encdra de micro-
organismos com potencial biotecnologico para biorremediacdo. A biorremediacdo é
definida como um processo tecnoldgico pelo qual sistemas biologicos séo utilizados

para tratar a poluicdo e restaurar a qualidade ambiental, reduzindo a concentracao dos
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poluentes a niveis considerados seguros, por meio da degradacéo destes compostos. Os
sistemas biolégicos mais utilizados na biorremediagdo sdo o0s microbioldgicos,

principalmente bactérias, fungos filamentosos e leveduras (ESPOSITO, 2004).

No solo, a degradacdo da atrazina € resultado principalmente da atividade
microbiana. Uma grande variedade de micro-organismos é capaz de degradar a atrazina
levando a formacgdo e acumulacdo de seus metabdlitos (SCHEUNERT,1992; HICKEY
et al., 1994), enquanto outros micro-organismos obtém nutrientes e energia pela
completa mineralizacdo da atrazina a dioxido de carbono e agua, incluindo diversas
bactérias como espécies Necardia (TOPP et al., 2000), Pseudomonas (YANZE-
KONTCHOU e GSCHWIND, 1994) e agrobactérias (STRUTHERS et al., 1998).

No caso da atrazina, a rota metabdlica de degradacdo ocorre pela presenca do
gene AtzA no genoma das bactérias que codifica a enzima AtzA que inicia o processo, a
enzima apresenta a atividade de desalogenacdo convertendo a atrazina em
hidroxiatrazina (metabdlito ndo-fitotoxico) (BOUNDY-MILLS et al., 1997), que é o
primeiro intermediario da via de degradacdo (DE SOUSA, 1996). Este gene pode ser
localizado e identificado na reacdo de PCR utilizandee um primer especifico
desenvolvido especialmente para o gene que codifica a enzima AtzA (SOUZA et al.,
1998.

Em estudos envolvendo bactérias, as linhagenBse@omonas sp. ADP sdo
consideradas referéncias nos estudos das rotas de degradacdo da atrazina. Essas
bactérias possuem genes denominados atzA, atzB, atzC e atzD, que codificam enzimas
responsaveis pela mineralizagdo do composto (MANDELBAUM et al., 1995;
RALEBITSO et al., 2002). Conforme representado na Figura 2.

A partir dos micro-organismos selecionados pela bioprospeccdo, podemos
biorremediar areas contaminadas, pois a biorremediacdo € uma ferramenta importante
na biotecnologia, pois propicia um aumento na biodegradacéo ja existente no solo,
provocando um aumento da atividade microbiana degradadora. E considerado um
método natural e relativamente simples, menos agressivo e mais adequado para a
manutencdo do equilibrio ecoldgico, além do baixo custo quando comparados as

alternativas fisicas e fisico-quimicas (BRITO, 2010).
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Figura 02. Rota de degradagdo da atrazina por bactérias.

3.4. Bioinformética

A bioinforméatica € a ciéncia que utiliza a informatica,egatistica e a
matematica aplicados @ébiologia molecular. O termo “Bioinformatica” foi
primeiramente usado por Pauline Hogeweg em 1979 para estudos de processos de
informatica em estudos de biologia sistemacional. Desde entdo o seu principal uso tem

sido nos ramos da genética e da gendmica em especial para auxiliar no manejo da
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grande quantidade de dados gerado no sequenciamento de DNA, RNA e aminoéacidos
(SANTOS, 2010).

A filogenia € um ramo da ciéncia que procura estabelecer as relacfes evolutivas
ou de parentesco presentes em um grupo de taxons. Os tdxons ou as unidades
taxondmicas operacionais podem ser qualquer nivel taxonémico onde a historia
evolutiva é passivel de verificacdo. As arvores sao representacdes graficas das relacdes
entre as unidades taxondmicas. Os nés terminais das arvores filogenéticas, que se
encontram nas extremidades, correspondem aos taxons, enquanto que 0s ndés mais
internos correspondem aos ancestrais comuns. A conexdo de mais de trés ramos a um
Gnico n6 é denominada como uma politomia, e quando ha trés ramos conectados a um
ndé temos a representacdo de uma dicotomia. As arvores bifurcadas podem ser
enraizadas ou nao, ou seja, quando a arvore aponta para uma espécie ancestral comum a
todo o grupo ela é tida como enraizada. A arvore sem raiz ndo define o caminho
evolutivo, apenas agrupa os taxons relacionados. Segundo (EISEN E HANAWALT
1999) e (PHILLIPS et al., 2000) e (VINUESA et al., 2005) é fundamental que alguns

aspectos sejam considerados:

1. Uma amostra com maior nimero de grupos taxondmicos utilizada para
inferéncia filogenética € melhor do que uma amostra pequena, pois reduz a
probabilidade da filogenia estar sendo determinada por substituicbes raras
gue nao refletem a histdria evolutiva,

2. Os genes homodlogos paralogos, ou seja, originarios de uma duplicacao,
podem ajudar a identificar a origem dos genes. Eles ndo séo indicados para a
reconstrucao de filogenia das espécies;

3. Os genes homodlogos ortdlogos surgem através de um evento de especiacao
de maneira que 0os mesmos passem a ter histérias evolutivas distintas. Esses
genes sédo indicados para a construcédo de filogenia de espécies;

4. Os genes homologos xendlogos que surgem por transferéncia lateral séo
muito importantes para a compreensédo da evolugcédo dos genomas. E os genes
homologos plerdlogos que surgem por conversdo génica Sao pouco
informativos em analises filogenéticas;

5. O alinhamento das sequéncias € um passo fundamental para o estudo
filogenético, porque ele nos permite definir as posicbes homologas. Regides

homologas neste tipo de analise significam nucleotideos que ocupam a
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mesma posicao, pois eles supostamente tém um ancestral comum, porém néo
s&0 necessariamente iguais. E a posi¢cdo na sequéncia que determinara se um
nucleotideo € ou ndo homalogo a outro. Ou seja, assim como para caracteres
morfolégicos, moléculas homologas ndo apresentam necessariamente a
mesma funcédo. Nao se pode confundir similaridade como homologia, uma
vez que similaridade € uma simples medida de semelhanca entre as
sequéncias. Enquanto que a homologia considera a ancestralidade;

6. A escolha de um modelo teorico de evolucéo que reflita o processo evolutivo
para os dados trabalhados € um passo muito importante, pois quando
inferimos uma filogenia, estamos estimando a histéria evolutiva baseados
nas alteracbes das caracteristicas herdadas que refletem na sequéncia de
DNA. Estas mudancas podem ser justificadas por um modelo evolutivo que

trabalha com suposicoes.

Antes de iniciar as andlises filogenéticas € muito importante a escolha da regido
gendmica que sera utilizada. Esta regido tem que fornecer informacao suficiente para a
qgue arvore filogenética seja o mais proximo possivel da relacdo real das sequéncias.
Para isto, dois fatores podem influenciar na escolha desta regido: o tamanho da
sequéncia e a sua diversidade genética. Uma sequéncia muito pequena ir4 fornecer
pouca informacéo, porém, o uso de sequéncias muito grandes pode aumentar muito o
tempo da andlise. Além disto, sequéncias muito conservadas também nao fornecem
informacgdes suficientes, enquanto uma alta diversidade pode levar um chamado ruido
filogenético muito alto, ndo sendo possivel relacionar a histéria evolutiva dessas
sequéncias (SANTOS, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Coleta de amostras

Foram realizadas coletas de solo em duas fazendas localizadas no Municipio de
Rio Brilhante-MS, Fazenda Celeiro 21,7° S e 54,5° W, e Fazenda Vacaria Z1,6° S
54,4° W. Ambas com plantacbes de cana-de-aclUcar e historico de aplicacdo de
defensivos agricolas como herbicidas e inseticidas. Foram coletadas 4 amostras em cada
fazenda aleatoriamente, com profundidade maxima de 10 cm. As amostras foram ent&o

levadas ao laboratorio e armazenadas a 10°C.
4.2. Enriguecimento das amostras

Apés a coleta de solo, as amostras foram homogeneizadas e 2,5 g de cada amostra
foram pesados totalizando 10 g de cada fazenda. As amostras foram entdo diluidas em
90 mL de meio liquido minimo de sais (MSN) com as seguintes concentracées:em g.|
NaHPO, (2,4); KH,PO, (2,0); NHNOs; (0,1); MgSQ.7H,O (0,01); CaCGl.2H,0
(0,01). O pH foi ajustado a 6,5 e 0 meio esterilizado por autoclavagem a 121°C por 20
minutos (RADEHAUS e SCHIMIDT,1992). Este meio foi suplementado com 0,1% do
herbicida atrazina diluido em agua e filtrado em membrana 0,22 um. Os frascos

Erlenmeyr foram incubados a 30°C, 100 rpm por 4 dias.
4.3. Isolamento de micro-organismos

Apés este periodo 200 pL do solo enriquecido foram inoculados por
espalhamento com auxilio de uma al¢a de Drigauski em placas de Petri contendo 0,1%
de atrazina em meio MSM e em outras placas 0,1% de atrazina + 0,1% de extrato de
levedura também em meio MSM. As placas foram incubadas a 30°C até que colbnias
fossem visualizadas (Figura 03). O Erlenmeyer contendo o meio enriquecido da
Fazenda Celeiro foi inoculado em seis placas, trés com o extrato de levedura e trés sem
a presenca de extrato de levedura. O mesmo foi feito para as amostras da Fazenda

Vacaria.
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Figura 03. Inoculagdo com al¢ca de Drigauski.

Apobs o crescimento visivel das colénias, as mesmas foram repicadas e inoculadas
por esgotamento, e o procedimento foi repetido até o isolamento de placas com colénias
puras, sempre respeitando a composi¢cado do meio de cultivo inicial, ou seja, com ou sem
presenca de extrato de levedura (Figura 04). Das placas de Petri da Fazenda Vacaria
sem extrato de levedura foram isoladas trés coldnias que receberam a identificagdo nas
novas placas de Petri de V1, V2, V3, e das placas de Petri da Fazenda Celeiro sem
extrato foram isoladas outras trés col6énias e identificadas como C1, C2, C3. Das placas
de Petri com extrato de levedura foram isolados da Fazenda Celeiro quatro coldnias
sendo identificadas nas novas placas de C4, C5, C6, C7 e da Fazenda Vacaria apenas

uma colonia foi isolada recebendo a identificacéo de V4.

Crescidas as colbnias em estufa a 30°C, observou-se as mesmas para conferéncia

de crescimento e diversidade de micro-organismos potencialmente degradadores. Nas
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placas de Petri que cresceram colbnias com aparente morfologia diferenciada, todas

foram escolhidas para isolamento.

Figura 04. Coldnias isoladas em placas, das quais foram feitas a selecdo dasowotdajzerente

morfologia diferenciada.

4.4. Caracterizacao pé-eliminar morfolégica e bioquimica

A partir dos isolados selecionados realizou-se uma caracterizagao pré-eliminar dos
isolados. Como coloracédo de Gram, teste de catalase e de oxidase. Conforme descrito

abaixo:
4.4.1. Coloragédo de Gram

A analise da morfologia dos isolados foi realizada por microscopia 6ptica simples,
utilizando coloracdo de Gram. Foi realizada a técnica de coloracdo de Gram com as
colénias bacterianas isoladas. Seguindo o procedimento descrito pelo Ministério da
Saude (1997). Fez-se um esfregaco com uma amostra da colénia bacteriana. Cobriu-se
o esfregago com cristal violeta e deixou agir por aproximadamente 1 minuto, e fez-se a
lavagem em um filete de agua corrente. Cobriu-se a lamina com lugol e deixou-se agir
por aproximadamente 1 minuto, fez-se a lavagem em um filete de agua corrente.

Cobriu-se a lamina com o alcool etilico (99,5° GL), descorando-a, até que nao
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desprenda mais corante, e faz-se a lavagem em um filete de agua corrente. Cobriu-se a
lamina com safranina e deixa-se agir por aproximadamente 30 segundos e faz-se a
lavagem com um filete de agua corrente. Deixou-se secar ao ar livre, e colocou-se uma
gota de 6leo de imersao sobre o esfregaco; e a leitura da 1amina se deu em microscopio

Optico em objetiva de imersao (100 X), sendo considerada Gram-positivas as colbnias
que apresentarem coloracdo roxa, e Gram-negativas as colbnias que apresentarem

coloracao vermelha (Figura 05).

Figura 05. Teste de coloracdo de Gram.

4.4.2. Catalase

Inicialmente colocou-se uma gota de peroxido de hidrogénio (Agua oxigenada) 3%
sobre uma lamina em um tubo, e com auxilio de uma alca de platina, agregou-se a
colénia em estudo na gota de peroxido de hidrogénio. Sendo considerado resultado
positivo a presenca imediata de bolhas (a producdo de efervescéncia indica a converséao
do H,O, em agua e oxigénio gasoso), e resultado negativo pela auséncia de bolhas ou

efervescéncia (Figura 06).
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Figura 06. Teste de catalase.

4.4.3. Oxidase

Para a realizacdo do teste utilizou-se as fitas para determinacdo de oxidase
PROBAC DO BRASIL®, e seguiu-se as especificacbes do fabricante. Este teste foi
realizado apenas com bactérias Gram-negativas. Entdo, utilizou-se uma fita e com
auxilio de uma alca de platina fez-se um esfregaco da bactéria a ser identificada na fita.
Fez-se a leitura apOs alguns segundos, sendo considerada oxidase positiva o esfregaco
bacteriano na fita que apresentou coloragdo violeta e oxidase negativa o esfregaco

bacteriano que n&do apresentou alteracdo de cor (Figura 07).

Positivo

Negativ

Figura 07. Teste de oxidase.

4.5. Teste de crescimento

Foram realizadas curvas de crescimento em triplicata utilizando-se as

concentragfes médias de aplicacdo dos pesticidas. Sempre respeitando a composi¢do do
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meio de cultivo inicial, ou seja, com ou sem presenca de 0,1% de extrato de levedura,
usado para possibilitar um aumento de biomassa inicial. As curvas de crescimento
foram construidas em 60 mL de meio MSM liquido em Erlenmeyer de 250 mL, mantido
em Shaker a 150 rpm em uma temperatura de 30°C, através da medida da densidade
Optica em espectrofotometro a 600 nm (Figura 08). Em cabine de seguranca biolégica
foram retiradas amostras em horarios estabelecidos para medi¢cdo da densidade Optica,
os tempos foram zero horas, cinco horas, dezenove horas e vinte e quatro horas de
incubacéo, iniciando-se do tempo zero, até que os cultivos entrassem em fase de morte
celular. Para este teste foram escolhidas duas cepas que cresceram na presenca de
extrato de levedura + herbicida e duas cepas que cresceram sem 0 extrato de levedura
As cepas escolhidas para este teste foram P3.C3.1.R1 (YE), P5.C5.1.R1(YE),
P1.C1.1.R1, P6.C6.1.R2

NO. 26500

STOPPER NO. 6

Figura 08. Teste de crescimento dos isolados.
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4.6. Construcao de arvores filogenéticas a partir do gene dirazine

chlorohydrolase (AtzA)

Sequéncias do gene codificador da enzima AtzA, responséavel pela degradacao
inicial da atrazina de 9 bactérias foram recuperadas dos bancos (NCBI) de dados
(tabela 01) no dia vinte e trés de outubro de 2014 e alinhadas no EEYraX8TAL
X (THOMPSON et al.,, 1994), editadas no BIOEDIT (HALL, 1999) e as analises
filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versédo 4 (KUMAR et al.,
2004). A matriz de distancia evolutiva foi calculada com o modelo de Kimura
(KIMURA, 1980) e a construcdo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas
foi feita pelo método deéNeighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com valores de
bootstrap calculados a partir de 1.000 re-amostragens (FELSENSTEIN, 1985).

Tabela 1. Espécies gene AtzA

Bactérias Accession number
Aminobacter aminovorans Sal E HQ400757.1
Aminobacter aminovorans Sal 1-3 HQ400756.1
Herbaspirillum SP DQO089655.2
Beta proteobacterium CDB21 AB194097.1
Comamonas SP. A2 GQ325256.1
Pseudomonas aeruginosa R23 KF279657.1
Pseudomonas SP. Ak_AAN5 HE716863.1
Pseudomonas ADP U55933.1
Arthrobacter SP. AD1 AF543694.1
Rhodococcus corallinus L16534.1
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Isolamento de bactérias

Foram isoladas nove linhagens que apresentaram crescimento significativo em
extrato de levedura e nove que cresceram sem presenca do extrato, totalizando dezoito
isolados, aparentemente com morfologia diferente. Realizou-se o repique das dezoito
colonias em duplicata. As cepas receberam a nomenclatura apresentada na tabela 2, de
acordo com a fazenda de origem Celeiro (C), Vacaria (V), placa de Petri de origem (p),
colonia (c) e repeticdo (r), presenca ou auséncia de extrato de levedura (¥E). E

numeracao de acordo com a quantidade de placas e colbnias.

Tabela 2. Nomenclatura dos isolados

Com Extrato de Levedura Nomenclatura Rep 01 Nomenclatura Rep 02

c7 P1.C1.1.R1 P1.C1.1.R2
P1.C1.2.R1 P1.C1.2.R2
Cé P2.C2.1.R1 P2.C2.1.R2
c4 P3.C3.1.R1 P3.C3.1.R2
V5 P4.C4.1.R1 P4.C4.1.R2
c5 P5.C5.1.R1 P5.C5.1.R2
\Z P6.C6.1.R1 P6.C6.1.R2
P6.C6.2.R1 P6.C6.2.R2
P6.C6.3.R1 P6.C6.3.R2

Sem extrato de levedura Nomenclatura Rep 01 Nomenclatura Rep 02

V1 P1.C1.1.R1 P1.C1.1.R2
c3 P2.C2.1.R1 P2.C2.1.R2
P2.C2.2.R1 P2.C2.2.R2
V2 P3.C3.1.R1 P3.C3.1.R2
P3.C3.2.R1 P3.C3.2.R2
V3 P4.C4.1.R1 P4.C4.1.R2
P4.C4.2.R1 P4.C4.2.R2
C2 P5.C5.1.R1 P5.C5.1.R2
C1 P6.C6.1.R1 P6.C6.1.R2
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5.2. Caracterizacao pe-eliminar morfolégica e bioquimica

O teste de catalase foi feito apenas em bactérias Gram positivas e 0 de oxidase nas
Gram negativas, ja que que a presenca da enzima catalase diferencia grupos dentre a
bactérias Gram positivas e a presenca da enzima oxidase diferencia membros do grupo
das Gram negativas. Para a visualizacdo da forma das bactérias foi utilizado o
microscopio com objetiva de aumento de 100 x, resultando em um aumento de 1000 x.
Das dezoito cepas isoladas apenas onze com crescimento significativo foram viaveis
para a realizacdo dos testes, ja que as demais ndo apresentaram crescimento
significativo ap0s repiques sucessivos. As duplicatas selecionadas para os testes foram:
P1.C1.1.R1; P1.C1.1.R1(YE); P2.C2.1.R1(YE); P3.C3.1.R1(YE); P4.C4.1.R2(YE);
P4.C4.1.R1(YE); P5.C5.1.R1(YE); P6.C6.1.R2; P6.C6.1.R2(YE); P6.C6.2.R1(YE);
P6.C6.3.R1(YE).

Com os resultados obtidos pelos testes de identificagcdo bioquimica na tabela 3
podemos observar que a maioria das cepas isoladas das duas fazendas sdo Gram
positivas, sendo apenas trés bactérias Gram negativa. Em relacdo a forma foram

isolados tanto bastonetes quanto esferas.

Tabela 3. Resultado identificacao

Selecionadas para

Placas Gram  Catalase Oxidase Forma teste de
crescimento

P1.C1.1-R1 (-) (-) bastonetes *
P6.C6.1.R2 (-) (+) bastonetes *
P6.C6.3.R1 YE (+) (+) bastonetes

P6.C6.1-R2 YE (+) (+) esferas

P6.C6.2.R1 YE (+) (+) esferas

P1.C1.1.R1YE (+) (+) bastonetes

P2.C2.1.R1 YE (+) (+) esferas

P4.C4.1.R1YE (+) (+) bastonetes

P5.C5.1.R1 YE (-) (+) Bastonetes *
P4.C4.1.R2 YE (+) (+) bastonetes

P3.C3.1.R1YE (+) (+) bastonetes *

Segundo (CHEN et al., 2004, THAKUR et al., 2002), muitas das bactérias que

possuem capacidade de degradar compostos aromaticos sdo Gram negativas, sendo que
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a melhor representante desta classe € da familia PseumonadaPsaglomonas sp.

ADP é uma das bactérias que possui Otima capacidade de degradacdo do herbicida
atrazina ja que possui a rota de degradacdo completa deste composto (FERNANDES,
2014). Diversas espécies pertencentes ao géRssadomonas e outros géneros
relacionadosSphingomonas, Burkholderia, Ralstonia, etc) tém sido identificados como

tendo ampla capacidade de degradacdo de compostos aromaticos. Segundo
(FERNANDES, 2014) o qual isolou bactérias de solo do géRssadomonas, relata

gque Gram negativas se destacam por sua versatilidade e sdo conhecidas pelas suas
atividades metabdlicas que permitem que algumas crescam em condi¢cdes extremas de
limitacdo de nutrientes. No presente trabalho as bactérias bioprospectadas do solo, com
capacidade de degradacdo e desenvolvimento em meio ao herbicida atrazina foram
identificadas pelos testes bioquimicos tanto como Gram positivas (oito isolados), quanto
Gram negativas (trés isolados). Segundo (ROUSSEAUX, 2001) durante seus estudos
encontrou bactérias Gram positivas envolvidas no processo de biodegradacdo da

atrazina em solos Franceses.
5.3. Teste de crescimento dos isolados em atrazina

A curva de crescimento padrdo de bactérias € composta por quatro fases de
crescimento distintas: fase de arranque, fase exponencial de crescimento, fase
estacionéaria e fase de declinio. A partir do momento no qual um micro-organismo €
inoculado em um meio de cultura estéril, geralmente o crescimento ndo se inicia de
imediato. Esta fase, conhecida como flegpou de arranque, ocorre pela necessidade
das células se adaptarem ao novo meio, até que possam dar inicio ao seu
desenvolvimento (BROCK; BROCK, 1978). Ja na fase logaritmica ou de crescimento
exponencial, o numero de células bacterianas aumenta em progressdo geométrica na
medida em que o0 tempo cresce em progressao aritmética. Na fase estacionaria ou de
equilibrio, a contagem de micro-organismos viaveis permanece constante em seu valor
maximo, ja que o numero de bactérias neoformadas € compensado pelo daquelas que
comecam a morrer. E, por ultimo, segue a fase de declinio ou morte das bactérias
(BIER, 1977; TORTORA, 2005).

Vérios estudos realizados utilizaram a densidade éptica para monitoramento do
crescimento de bactérias (SANTOS et al. 2013; SUMARES, 2012; CAMPOS, 2009;
TORTORA, 2005). Para os testes de crescimento, os resultados estdo apresentados na
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figura 09, e o aumento da absorbancia a 600 nm foi utilizado para monitorar o

crescimento das bactérias estudadas.
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Figura 09 Curva de crescimento dos isolados, absorbancia (600 n=+—F1.C1.1.R1

—+—P3.C3.1.R1(YE) —m@—P5.C5.1.R1(YE == P5.C6.1.R2

A cepa P3.C3.1.R1 (YE) apresentou seu pico maximo de crescimento em 19
horas de incubacdo em agitador orbital a 150 rpm, entrando em fase de declinio a partir
de entdo. Ja as cepas P5.C5.1.R1(YE), P1.C1.1.R1, P6.C6.1.R2, tiveram seu pico
maximo de crescimento em cinco horas de incubacéo, atingindo a fase de declinio logo

apos esse periodo.

A toxicidade potencial da atrazina tem motivado pesquisas direcionadas para a
sua biorremediacéo. Esta técnica tem sido considerada a metodologia de escolha para a
recuperacdo de areas comprometidas devido ao potencial de metabolizagdo dos micro-
organismos, custo relativamente baixo e reduzido impacto ambiental (RALEBITSO, et
al., 2002).
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Autores relatam que 0s micro-organismos obtém nutrientes e energia pela
completa mineralizagdo da atrazina a dioxido de carbono e agua, incluindo diversas
bactérias como espécies Necardia (TOPP et al., 2000)Pseudomonas (YANZE-
KONTCHOU e GSCHWIND, 1994) e agrobactérias (STRUTHERS et al., 1998).
Nitrogénio resultante do metabolismo da atrazina serve como fonte de nitrogénio para
bactérias de solo (DUTTA e SINGH, 2013).

Outros autores (FERNANDES, 2014; ROUSSEAUX, 2001; CAIl, 2003) que
realizaram o teste de crescimento verificaram que tanto bactérias Gram positivas como
Gram negativas sdo capazes de crescerem em meio a atrazina. Segundo (CAIl, 2003),
durante seus estudos encontrou uma cepa de bactéria Gram positiva que apresentou taxa
de crescimento duas vezes mais rapido que uma cepaeuidmonas ADP, utilizando
atrazina como unica fonte de nitrogénio e citrato de sédio como fonte de carbono.

No presente estudo a cepa que apresentou melhor crescimento foi a cepa Gram
negativa P5.C5.1.R1(YE). Segundo a literatura (FERNANDES, 2014; YANZE-
KONTCHOU e GSCHWIND, 1994) as cepas mais encontradas para degradar a atrazina
sdo do génerd’seudomonas. Porém ja foi relatado (DONNELLY et al. 1993) a
capacidade de actinomicetos em crescer e degradar atrazina e outros herbicidas, a cepa
P3.C3.1.R1 (YE) possui aparéncia morfoldgica em placa de Petri semelhante a de
actinomicetos, porém para a confirmacdo da mesma necessita-se de uifeaighmt
mais completa.

A cepa P5.C5.1.R1(YE), é a Gram negativa que melhor cresceu na presenca do
herbicida, pois apresentou o valor de OD mais alto que as demais cepas analisadas. De
acordo com a literatura, bactérias Gram negativas sdo melhores degradadoras de
xenobidticos, devido a sua diversidade metabdlica. Castillo et al. (2011) isolaram a
bactéria Gram negativAzobacter sp. em solos de plantacdes de café tratados com
endosulfan com grande potencial de degradar o inseticida. Podemos associar o bom
crescimento do isolado P5.C5.1.R1(YE), também ao fato da utilizar o extrato de
levedura como fonte de carbono. As bactérias Gram positivas demoram mais para se
adaptar a presenca do herbicida, porém sdo mais resistentes que as Gram negativas,
devido a presenca de uma parede celular relativamente espessa e capacidade para
formar enddsporos, as bactérias Gram positivas sdo consideradas tolerantes a estresse
(HUANG et al., 2009). A cepa P3.C3.1.R1 (YER® positiva foi a que melhor resistiu
a presenca do herbicida totalizando um periodo de dezenove horas de incubacgdo,

também favorecida pela presenca do extrato de levedura como fonte de carbono.
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5.4. Arvore filogenética— gene codificador da enzima atrazine

chlorohydrolase em bactérias

Sequéncias do gene responséavel pela sintese da enzima atrazine chlorohydrolase
(gene AtzA) de nove bactérias foram utilizados para verificar a variacdo na constituicao
do gene em diferentes filos bacterianos. Através dos resultados obteve-se a arvore

filogenética apresentada na figura 10.

Herbaspirillum SP - Protecbacteria
57 - Aminobacter aminovorans Sal B - Proteobacteria
Beta protecbacterium CDB21 - Protecbacteria
57 Aminobacter aminovorans Sal 1-3 - Proteobacteria
Pzeudomonas ADP - Protecbacteria
Pseudomonas SP. AK_AANS - Proteobacteria
LAnhrnbacter SP. AD1 - Actinobacteria

Comamonas SP. A2 - Proteobacteria

Rhodococcus corallinus - Actnobacteria

—
10

Figura 10. Arvore filogenética (atz), Mega 4, usando o modelo de Kimétado deNeighbor-Joining
combootstrap de 1000 re-amostragens.

Pode-se verificar dentre as bactérias analisadag\qibacter aminovorans
Sal B, Aminobacter aminovorans Sal 1-3,Herbaspirillum SP, Beta proteobacterium
CDB21, Comamonas SP. A2, Pseudomonas sp. Ak_AAN5, Pseudomonas ADP,
pertencentes ao filo Proteobacteria com excecartieobacter SP. AD1 que segundo
a andlise feita apresenta similaridade com as demais bactérias do filo Proteobacteria,
porém pertence ao filo Actinobacteria, todas constituem um grupo de taxa descendente
de um Unico ancestral comum, apresentando pouca variagcdo no gene produtor da
enzima atrazine chlorohydrolase enquanto que a badREodococcus corallinus
pertencente ao filo Actinobactersarge de um ramo diferente na arvore apresentando,
portanto, maior variacdo na constituicdo do gene produtor da enzima atrazine

chlorohydrolase em relagc@&sdemais bactérias analisadas.

Os estudos em biotecnologia, que fazem uso de ferramentas em bioinformética
tem se tornado cada vez mais comum, ja que estas ferramentas permitem estabelecer
filogenias e entender a dinamica das comunidades microbianas, através de analises

filogenéticas que demonstram a historia evolutiva dos organismos (SANTOS, 2010).
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As espécies analisadas neste trabathailico ja tiveram sua atividade de
biodegradacdo da atrazina comprovadaminobacter (ROUSSEAUX, 2001),
Herbaspirillum (SEFFERNICK, 200y, Beta proteobacterium (IWASAKI et al. , 2007),
Comamonas (YANG et al., 2010), Pseudomonas (MANDELBAUM, 1995;
FERNANDES, 2014),Arthrobacter (ROUSSEAUX, 2001),Rhodococcus (BEHKI,

1993). Desta forma o trabalho desenvolvidasilico reflete o trabalho realizado em
bancada.O trabalhoin silico foi feito para posterior comparacdo com as bactérias
isoladas, quanto a presenca do gene atzA e identificacdo por 16S, utilizando primers

adquiridos no Institute Sigma-Aldrich Brasil LTDA.

Além da analise acima apresentada, foi também realizado dois PCRs virtuais
para verificar se as sequénciaspiieners obtidas amplificariam o gene das bactérias

isoladas de diferente filosProteobacteria e Actinobacteria.

Realizou-se o PCR virtual no site do NCBI (Primer-Blast) com a sequéncia
FASTA da bactériaPseudomonas ADP, pertencente ao filo Proteobacteria (Gram
negativas), utilizando oprimers desenhados para o gene AtzA cuja sequéncia sao,
Forward CCATGTGAACCAGATCCT e Reverse TGAAGCGTCCACATTACC (DE
SOUZA et al., 1998). Como resultado foram amplificados o gene atzA de dezesseis
bactérias registradas no banco de dados do NCBI, todas pertencentes ao filo
Proteobacteria, com excecdo dathrobacter SP. AD1 (filo Actinobacterig) que
também divergiu na andlise da arvore filogenétmnumeros de acesso dos resultados
sdo HQ400757.1, HQ400756.1, HQ400755.1, HQ400754.1, HQ400753.1
HQ400752.1, HQ400751.1, HQ400750.1, HQ400749.1, HQ400748.1, DQ089655.2,
AF543694.1, U66917.2, AB194097.1, AF312304.1, U55933.1.

Um segundo PCR virtual foi realizado utilizando a sequéncia FASTA da
bactériaRhodococcus corallinus, pertencente ao filo Actinobacteria (Gram positivas),
com a mesma sequéncia pemers. Nenhum resultado foi encontrado no banco de
dados, deixando em evidéncia que a utilizacdo deste jpaimeke para amplificacdo do
gene atzAem bactérias de outros filos e de parede celular Gram pogtivanalise de
PCR em laboratério provavelmente ndo resultaria em amplificacées devido a maior
variagdo na constituicdo do gene produtor da enzima atrazine chlorohydrolase em

relacdo as demais bactérias analisadas.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=328942467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=111183224
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=27464870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=13937422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=55416012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=11890744
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=3766245

Muitas bactérias Gram negativas possuem 0 gene atzA ja descritos e
identificados em banco de dados, mas o mesmo n&o ocorre para bactérias Gram
positivas, sendo a continuidade deste trabalho bastante promissora, jA& que foram
bioprospectadas de solo com historico de aplicacdo da atrazina bactérias Gram

positivas.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos observar que em amostras de solo com
histérico de aplicacdo de atrazina houve sucesso na bioprospec¢do de bactérias
com potencial de degradacéo deste herbicida;

Pode-se verificar que a atrazina representou uma fonte de nitrogénio
aparentemente carbono (nas amostras sem adi¢cdo de extrato de levedura) para os
micro-organismos presentes no meio;

Os estudosn silico, utilizando-se ferramentas de bioinformatica demonstram
gue para a enzima atrazine chlorohydrolase houve diversidade na constituicdo de
genes que codificam a enzima, variando de uma espécie para outra e que, além
disso, trabalhos reportam que o0s géneros estudadosilico também
apresentaram potencial de degradacéo da atrazina em experimentos laboratoriais.
De modo geral o gene atzA das bactérias analisadas pertencentes ao filo
Proteobacteria possuem uma composicao diferente do gene atzA das bactérias

pertencentes ao filo Actinobacteria.
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