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RESUMO

Na agricultura moderna, as fertilizagdes mineral e organica representam a maioria das emissoes
antropogénicas globais de N2O. Uma estratégia para prevenir ou reduzir as emissdes de gases
de efeito estufa, como 0 N0, é o uso de inibidores de nitrificacéo, que inibem temporariamente
a conversdo microbiana do aménio do solo em nitrato. No entanto, faltam informacGes sobre
os distarbios causados pela fertilizagdo organica com inibidor de nitrificacdo na comunidade
microbiana. Aqui examinamos como a expressdo dos genes envolvidos nos processos do ciclo
do nitrogénio, nas comunidades microbiana do solo potencialmente ativas, mudaram ao longo
do tempo pela adi¢do de esterco de suino tratado com dicianodiamida (DCD) e fertilizantes
minerais. Uma analise in silico foi realizada a partir de sequéncias do rRNA 16S, obtidas no
NCBI, de um experimento de campo (sucessdo de milho / cereal em sistema de plantio direto)
que foi realizada com os seguintes tratamentos: (I) controle ndo fertilizado, (I1) aplicacao
superficial de nutrientes minerais, (I11) aplicacdo superficial de esterco liquido suino (V)
aplicacdo superficial de esterco liquido suino com dicianodiamida. As amostras de solo foram
coletadas aos 0, 3, 6, 11, 25 e 50 dias ap0ds o inicio do experimento. As sequéncias foram
processadas usando o software QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology). A
predicdo do metagenoma foi obtida usando o software PyCrust (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States). Os solos tratados com esterco liquido
suino com e sem DCD apresentaram tendéncias no nimero de genes muito similares ao longo
de 50 dias. Os solos tratados com esterco liquido suino diferiram dos solos tratados com NPK
e o controle. Os solos com esterco liquido suino e NPK exibiram alteracdes na proporc¢édo de
sequéncias temporariamente, mas o numero de sequéncias mostrou a tendéncia de recuperar o
estado original 50 dias ap06s a fertilizacdo. O inibidor da nitrificacdo, o0 DCD, ndo teve efeito
sobre a atividade metabolicamente ativa relacionadas ao ciclo do nitrogénio.

Palavra-chave: Emissdo de 6xido nitroso, inibidor de nitrificacdo, adubo mineral, fertilizante
organico, sequenciacao de proxima geracdo e rRNA 16S



ABSTRACT

In modern agriculture, mineral and organic fertilization accounts for most of the global
anthropogenic emissions of N20. One strategy to prevent or reduce emissions of greenhouse
gases, such as N20, is the use of nitrification inhibitors, which temporarily inhibit the microbial
conversion of soil ammonium to nitrate. However, information on the disturbances caused by
organic fertilization with nitrification inhibitor in the microbial community is lacking. Here we
examine how the expression of the genes involved in nitrogen cycle processes in potentially
active soil microbial communities changed over time by the addition of pig manure treated with
dicyanodiamide and mineral fertilizers. An in-silico analysis was performed from 16S rRNA
sequences obtained from NCBI from a field experiment (corn / cereal succession under no-
tillage system) that was performed with the following treatments: (1) unfertilized control, (1)
superficial application of mineral nutrients, (I11) superficial application of swine manure and
(IV) superficial application of swine manure with dicyanodiamide. Soil samples were collected
at 0, 3, 6, 11, 25 and 50 days after the start of the experiment. The sequences were processed
using Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) software. Prediction of the
metagenome was obtained using the PyCrust software (Phylogenetic Investigation of
Communities by Reconstruction of Unobserved States. Soils treated with swine manure with
and without DCD showed trends in the number of very similar genes over 50 days. The swine
manure and NPK treated soils showed changes in the proportion of sequences temporarily, but
the number of sequences showed the tendency to recover the original state 50 days after
fertilization. The nitrification inhibitor, the DCD, had no effect on the metabolically active
activity related to the nitrogen cycle.

Keywords: Nitrous oxide emission, Nitrification inhibitor, Mineral fertilizer, Organic
fertilizer, Next generation sequencing and 16S rRNA
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INTRODUCAO

Com o surgimento de ferramentas genéticas moleculares na ecologia microbiana,
tornou-se evidente gque conhecemos apenas uma parte muito pequena da diversidade do mundo
microbiano. A maior parte dessa diversidade microbiana inexplorada parece estar se
escondendo na grande quantidade de bactérias ndo cultivadas (Schloter, Dilly e Munch., 2003).
Com base em estudos moleculares, pode-se estimar que 1 g de solo é composto por mais de 10°
bactérias pertencentes a cerca de 10.000 espécies microbianas diferentes (@vreas e Torsvik,
1998).

A compreensdo da diversidade microbiana e da funcdo em ambientes complexos
aumentou significativamente ao longo dos ultimos 10 anos. Este é principalmente o resultado
da introducéo do sequenciamento da ultima geracdo (NGS) (Lozupone, Catherine A., and Rob
Knight, 2007). O estudo das comunidades bacterianas por meio do sequenciamento da-se com
amplificacdo de regides pequenas, mas altamente variaveis, do rDNA 16S (por exemplo, as
regides hipervariaveis de V3, V5 ou V6). Isso permitiu a identificagdo de populacdes raras em
comunidades bacterianas que podem explicar a diversidade funcional e a capacidade dos
ecossistemas (Kysela, David T., Carmen Palacios e Mitchell L. Sogin., 2005; Sogin, et al.,
2006). As plataformas de sequenciamento NGS tornaram possivel a obtencdo de dados de
sequéncia de DNA diretamente de amostras ambientais (Sogin, et al., 2006). Estes dados foram
utilizados em uma variedade de aplicac@es, incluindo a caracterizacdo de solo (Fierer et al.,
2012); comparacdo de microbiota em individuos saudaveis versus doentes (Andersson, 2008;
Zhang et al., 2009); inferindo a satde de um ecossistema, analisando sua biodiversidade
(Hajibabaei, 2011); estudando DNA antigo (Haile et al., 2009; Sgnstebg et al., 2010;
Boessenkool et al., 2012); e andlise de fragmentos de DNA em fezes ou contetdo intestinal
(Deagle, Roger Kirkwood e Simon N. Jarman., 2009). Ao comparar as sequéncias obtidas com
uma biblioteca de referéncias crescente de organismos conhecidos, 0s grupos de microrganismo
presentes em uma amostra ambiental podem ser identificados com alta confianca (Shokralla et
al.,, 2012). Avancos recentes nos procedimentos de extracdo de acidos nucleicos e
sequenciamento NGS, permitem a analise comparativa da diversidade de comunidades
microbianas inteiras, abundancia e genes funcionais em profundidades de sequenciamento
muito maiores do que nunca (Pylro et al., 2014).

O uso de fertilizantes € um exemplo de fatores que influenciam a estrutura da
comunidade microbiana (Mohanty et al., 2006). Os fertilizantes orgénicos e inorganicos séo
usados principalmente para aumentar a disponibilidade de nutrientes para as plantas, mas
também afetam os microrganismos do solo (Marschner et al., 2003). Alteraces organicas do
solo tem sido associada as propriedades desejaveis do solo, incluindo maior capacidade de
retencdo de agua disponivel na planta e CEC (cation exchange capacity) e menor densidade
aparente e pode promover microrganismos benéficos (Drinkwater et al., 1995). O uso de
fertilizante organicos, como esterco, a longo prazo resultam em aumentos significativos em C,
N e biomassa microbiana do solo, bem como mudancas na estrutura da comunidade microbiana.
O aumento de carbono do solo e fornecimento de nutrientes mineralizaveis, lentamente podem
resultar em uma comunidade microbiana maior e potencialmente mais robusta (Peacock et al.,
2001). A incorporacéo de fertilizantes organicos também pode aumentar a atividade microbiana
em meio entre 16% e 20% em comparacgdes com fertilizantes inorganicos (Dinesh et al., 2010).
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Consequentemente, os fertilizantes organicos podem estimular os processos microbianos do
solo e aumentar os rendimentos das culturas em comparacdo com a adubacgdo inorganica
(Diacono, Mariangela e Francesco Montemurro, 2010). No entanto, alguns estudos mostraram
que os fertilizantes organicos podem aumentar o crescimento e o rendimento das culturas
mesmo em uma unica estacdo de crescimento e quando sdo aplicados em pequenas quantidades
(Arancon et al., 2005), sugerindo a existéncia de algum tipo de mecanismo biologico que a
curto prazo que promove o crescimento das plantas.

A poluicdo ambiental através da lixiviagdo de nutrientes ou o escoamento de campos
fertilizados tornou-se uma grande preocupacdo (Zhang et al., 2010; Chaudhry, et al., 2009).
Além disso, as adicBes de fertilizantes organicos resultam em poluigdo ambiental (por exemplo,
contaminacgdo por nitratos de dguas subterraneas, eutrofizacdo de corpos d'agua e aumento de
amonia e emissdes de gases de efeito estufa) quando o estrume é aplicado além da capacidade
de retencdo de solo ou acima dos requisitos de nutrientes da planta (LUO et al., 2010). As fontes
dominantes de N.O estdo intimamente relacionadas aos processos de produgdo microbiana em
solos, sedimentos e corpos dagua. As emissGes agricolas devido ao uso de fertilizantes
nitrogenados e ao manejo do estrume (4.3-5.8 Tg N.O-N ano™) e as emissdes de solos naturais
(6-7 Tg N2O-N ano™) representam 56-70% de todas as fontes globais de N.O (Syakila, Alfi e
Carolien Kroeze, 2011). Primeiro, € um potente gas de efeito estufa (GEE), com um potencial
de aquecimento global de 100 anos, 298 vezes o do didxido de carbono (CO3), contribuindo
com 6,24% para o forcamento radiativo global (BUTTERBACH-BAHL et al., 2013). As
estratégias para evitar impactos adversos no meio ambiente estdo em desenvolvimento com o
objetivo de prevenir e / ou reduzir as emissdes de N20.

Uma das possiveis medidas de mitigacdo para reduzir as emissdes de N2O de solos
agricolas € usar inibidores de nitrificacdo para diminuir a conversdo de NH4 + para NOs - no
solo. A diciandiamida (DCD) demonstrou ser eficazes na reducdo das emissdes de N.O de
fertilizantes nitrogenados ou fertilizantes organicos (Hatch et al., 2005; Merino et al., 2002). Os
inibidores de nitrificagdo, como o DCD, funcionam desativando temporariamente a enzima
amonia monioxigenase (AMO) de oxidantes de amonia do solo responsaveis pelo primeiro
passo do processo de nitrificagdo, a conversdo de amonia para hidroxilamina (Amberger, 1989;
Dietal., 2010). Foi demonstrado que as emissdes de N20 dos remendos de urina animal podem
ser reduzidas em 60 e 80% pelo uso de DCD (Smith, deKlein and Catto, 2008). DCD é
bacteriostatico em vez de bactericida e prejudica a atividade de bactérias oxidantes de amonia,
restringindo a absor¢éo ou utilizacdo de aménio (ZACHERL; AMBERGER, 1990), reduzindo
assim a producdo de N2O. Embora a literatura sobre 0os mecanismos e 0s beneficios dos
inibidores de nitrificacdo seja extensa, houve poucos estudos sobre os efeitos ndo-alvo desses
compostos agricolas agora amplamente utilizados (CUTTLE, 2008). Em face da crescente
evidéncia de que as mudancas na estrutura da comunidade microbiana podem levar a mudancas
na fungdo microbiana do solo, os efeitos dos inibidores de nitrificagdo na comunidade
microbiana do solo devem ser considerados.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi determinar a atuacdo do DCD sobre a atividade metabdlica
do ciclo do nitrogénio na comunidade microbiana de solos tratados com esterco liquido suino.
Visto que, 0 DCD sendo um inibidor da nitrificacao € utilizado para diminuir a emissdao de N.O
em campos agricolas com aplicacdo de fertilizantes. Este estudo visa esclarecer quais as
alteracdes que este composto provoca na comunidade microbiana do solo.

2.2 Objetivos Especificos

e Observar se 0 DCD altera o numero de sequéncias do RNA ribossomal dos genes
envolvido no ciclo do nitrogénio;

e |dentificar em qual dos dias de amostragem o DCD atuou de maneira mais intensa;

e Identificar em qual dos dias de amostragem o composto para de agir alterando o niUmero
de sequéncia, se 0 DCD altera 0 nimero de sequéncias dos genes do ciclo do nitrogénio.
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3MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao dos dados

Os dados usados nesse trabalho foram produzidos por Suleiman (2016) na Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM), no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. O experimento
consistiu na aplicacao de fertilizantes em solo sob um sistema de plantio direto de milho / trigo.
Cada tratamento foi replicado trés vezes em um delineamento de blocos ao acaso. Foram
aplicados quatro tratamentos: (I) controle (ndo fertilizado); (I1) aplicacdo superficial de ureia
(NPK); (I11) aplicacdo superficial de esterco liquido suino (IV); e aplicagdo superficial de
esterco liquido suino com diciandiamida (esterco com DCD). A proporcéo de esterco suino foi
determinada para fornecer um fornecimento de N total de 130 e 140 kg total de N ha?,
equivalente a aplicacdo de ureia no tratamento Il. As amostras de solo pré-experiéncia foram
coletadas um dia antes (dia 0) e apds 3, 6, 11, 25 e 50 dias de inicio do experimento para analises
moleculares. O RNA total foi extraido de dois gramas de solo por amostra. O RNA microbiano
também foi extraido de esterco de suinos utilizado para fertilizacdo do solo com e sem adi¢do
de DCD em trés repeti¢cdes. Foi realizado a sintese de cDNA, utilizado para reagdes de PCR
subsequentes. A regido V4 do gene 16S rRNA foi ampliada e sequenciada usando PGM lon
Torrent (Life Technologies).

As sequéncias cruas resultantes do sequenciamento foram obtidas a partir do NCBI
Sequence Read Archive sob o nimero de acesso SRX1294673, e o nimero de corrida
SRR2533758.

3.2 Obtencdo da predi¢cdo do metagenoma

Os dados (armazenadas em um arquivo de formato fastq “reads.fastq”) provenientes do
sequenciamento foram processadas utilizando o software Quantitative Insights Into Microbial
Ecology (QIIME) (Caporaso et al., 2010). As leituras no formato FASTQ foram divididas em
arquivos FASTA e QUAL, usando o script convert_fastaqual_fastg.py. Os barcodes foram
retirados e as sequéncias filtradas por qualidade, usando o script split_libraries.py, resultando
0 arquivo segs.fna, arquivo necessario para se obter a tabela da OTU com o software
Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of Unobserved States (PICRUSt)
(LANGILLE et al., 2013).

Uma tabela da Unidade Taxon6mica Operacional (OTU) foi construida usando o protocolo
‘closed reference” do PICRUSt. Essas sequéncias foram agrupadas em OTUs com um limite de
similaridade de 97%. ApoOs o agrupamento em OTUs, as sequéncias foram alinhadas e os
taxons foram classificados usando o banco de dados de referéncia Greengenes (versdo 13.8) em
uma porcentagem especifica de identidade e foram descartadas todas as leituras que néo
atingiram a colecéo de referéncia.

Para prever as propor¢des de sequéncias contidas na comunidade microbiana nos quatro
tratamentos, o conjunto de dados rRNA 16S, previamente processados no software QIIME, foi
processado usando o software PICRUSt (LANGILLE et al., 2013). A tabela OTU emitida foi
normalizada de acordo com o nimero de sequéncias rRNA 16S por genoma e uma predicdo
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funcional do metagenoma final foi criada. Para determinar diferengas estatisticas entre os
metagenomas dos quatros tratamentos, foi usado o pacote de software STAMP (Parks et al.,
2014).

Com o metagenoma predito, foram selecionadas apenas os genes relacionadas ao ciclo do
nitrogénio, afim de identificar quais genes sao alterados pela presenca de DCD.

3. 3 Analise computacional

O teste de hipdteses estatisticas para analise de dois grupos foi realizado utilizando o teste
t de Welch, enquanto os intervalos de confianca foram calculados usando o método invertido
de Welch, sem corre¢do. Enquanto que para analise de maltiplos grupos, foi realizado o teste
ANOVA e o teste de Tukey-Kramer para o post-hoc.

Os genes envolvidos nas etapas do ciclo do nitrogénio foram selecionados utilizando a
Enciclopédia de Quioto de Genes e Genomas (KEGG, http://www.genome.jp/kegg/ ou
http://www.kegg.jp/), um recurso de banco de dados que integra informacbes gendmicas,
quimicas e sistémicas funcionais. Obtidos esses genes, pertencentes as etapas que 0s
microrganismos realizam, foi feito a analise comparacional no STAMP (Parks et al., 2014).
Para realizar o ensaio no STAMP, foi utilizado a analise de multiplos grupos, ANOVA como
teste estatistico, e Benjamini-Hochberg FDR como mdltiplo teste de correcdo. Os dados gerados
foram explorados por graficos de caixa, com o intuito de separar os genes do ciclo do nitrogénio
que apresentava maior diferencga entre os tratamentos (esterco com DCD, esterco sem DCD,
NPK e controle). Para analise da expressdo dos genes dos diferentes tratamentos foi criado um
arquivo de entrada, profile e grupo metadata, para cada dia (0, 3, 6, 11, 25 e 50).

Os dados dos genes do ciclo do nitrogénio, selecionados no STAMP, presentes no
arquivo do genoma predito gerado no PICRUSt, foram utilizados para gerar uma analise dos
genes dos diferentes tratamentos em todos os dias no Excel. O Excel se fez a melhor opcéao por
possibilitar a visualizacdo das proporcdes de sequéncias em todos os dias, ndo apenas em dias
isolados que 0 STAMP promove.

O ensaio no Excel com os genes selecionados na analise de mdltiplos grupos no
STAMP, consistiu na organizacéo dos genes com seus respectivos numeros de sequéncias dos
tratamentos em triplicatas. Foi realizada a média das triplicatas dos genes selecionados, dos
quatro tratamentos. Posteriormente, os genes foram alterados de nimero de sequéncias para
proporcdo das sequéncias (%). Todos os genes foram convertidos para porcentagem,
considerando como 100% a soma de todos os expressos. Com a proporc¢do de sequéncia de
todos 0s genes e de seus respectivos tratamentos foram gerados os graficos. A expressao dos
genes ao longo de 50 dias exibidos nos gréaficos foi separada de acordo com sua fungéo e etapas
no ciclo do nitrogénio.
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4 RESULTADO

4. 1 Genes do ciclo do nitrogénio contidos no metagenoma

As predicdes funcionais do metagenoma apresentaram todos 0S genes expressos na
comunidade microbiana. Utilizando a enciclopédia KEGG foram encontrados no contetdo
funcional do metagenoma apenas 0s genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio. De todo
contetdo do metagenoma, foram retirados 70 genes envolvidos diretamente ou indiretamente
ao metabolismo do nitrogénio. Dentre os 70 genes, 44 estdo envolvidos nas etapas de fixagéo
de nitrogénio, nitrificacdo e desnitrificacdo, etapas do ciclo do nitrogénio que sdo realizadas
pelos microrganismos do solo. Entre os 44 genes do ciclo do nitrogénio, estdo destacados em
negrito os que apresentaram maiores diferencas entre os 4 tratamentos, na analise de multiplos
grupos no STAMP (Tabela 1). Dos genes da etapa de nitrificacdo, foram pouco os encontrados
no metagenoma predito, consequentemente foram pouco 0s que apresentaram diferencas
relevantes entre 4 os tratamentos, na analise de multiplos grupos no STAMP. Enquanto que
para etapa de desnitrificacdo houve um grande nimero de genes no metagenoma predito.
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TABELA 1
Genes envolvidos no ciclo do nitrogénio. Em negrito, os genes que foram selecionados pelo
STAMP na anélise de multiplos grupos.
KEGG_Description
nitrogen fixation protein NifZ
nitrogen fixation protein Nifw
nitrogen fixation protein NifT
nitrogen fixation protein NifX
nitrogen fixation protein NifB
nitrogenase iron protein NifH
nitrogen fixation protein NifU and related proteins
NAD+---dinitrogen-reductase ADP-D-ribosyltransferase [EC:2.4.2.37]
nitrogenase molybdenum-iron protein alpha chain [EC:1.18.6.1]
nitrogenase molybdenum-iron protein beta chain [EC:1.18.6.1]
nitrogenase molybdenum-iron protein NifN
nitrogenase molybdenum-cofactor synthesis protein NifE
nitrogenase [EC:1.18.6.1]
nitrogenase (flavodoxin) [EC:1.19.6.1]
hydroxylamine oxidase [EC:1.7.3.4]

Fixacdo de Nitrogénio

ammonia monooxygenase subunit A [EC:1.13.12.-]

ammonia monooxygenase subunit B [EC:1.13.12.-]

Nitrificacéo

ammonia monooxygenase subunit C [EC:1.13.12.-]

cytochrome c-552 [EC:1.7.2.2]; formate-dependent nitrite reductase,
periplasmic cytochrome ¢552 subunit [EC:1.7.2.2]

hydroxylamine reductase [EC:1.7.-.-]

formate-dependent nitrite reductase complex subunit NrfG
formate-dependent nitrite reductase complex subunit NrfF

formate-dependent nitrite reductase, possible assembly protein;cytochrome c-
type protein NrfE

formate-dependent nitrite reductase, Fe-S protein;protein NrfC
formate-dependent nitrite reductase, penta-haeme cytochrome c;cytochrome c-
type protein NrfB

nitrate reductase 1, alpha subunit [EC:1.7.99.4]

nitrate reductase 1, beta subunit [EC:1.7.99.4]

nitrate reductase 1, gamma subunit [EC:1.7.99.4]

nitrate reductase 1, delta subunit [EC:1.7.99.4]

nitrate reductase 2, alpha subunit

nitrate reductase 2, beta subunit

nitrate reductase 2, gamma subunit

nitrate reductase 2, delta subunit

periplasmic nitrate reductase NapA [EC:1.7.99.4]

Desnitrificacao



Outros genes do metabolismo do nitrogénio

nitrate reductase catalytic subunit [EC:1.7.99.4]

protein NrfD;formate-dependent nitrite reductase complex, transmembrane
protein

two-component system, NarL family, nitrate/nitrite response regulator NarP
two-component system, NarL family, nitrate/nitrite response regulator NarL
nitric oxide reductase NorQ protein [EC:1.7.99.7]

nitric-oxide reductase NorD protein [EC:1.7.99.7]; nitric oxide reductase
NorD protein

nitric oxide reductase FIRd-NAD(+) reductase [EC:1.18.1.-]

anaerobic nitric oxide reductase flavorubredoxin

anaerobic nitric oxide reductase transcription regulator

nitric oxide dioxygenase [EC:1.14.12.17]

Rrf2 family transcriptional regulator, nitric oxide-sensitive transcriptional
repressor

nitric oxide reductase, cytochrome b-containing subunit I [EC:1.7.2.5];nitric-
oxide reductase, cytochrome b-containing subunit | [EC:1.7.99.7]
nitric-oxide reductase, cytochrome c-containing subunit 11 [EC:1.7.99.7];
nitric oxide reductase, cytochrome c-containing subunit 11

nitrous oxidase accessory protein

nitrous oxide reductase [EC:1.7.99.6]

carbamoyl-phosphate synthase small subunit [EC:6.3.5.5]

cyanate lyase [EC:4.2.1.104]

two-component system, NtrC family, nitrogen regulation response regulator
NtrX

two-component system, NtrC family, nitrogen regulation sensor histidine kinase
NtrY [EC:2.7.13.3]

carbon-nitrogen hydrolase family protein

nitrogen regulatory protein PII 2

nitrogen regulatory protein P11 1

quaternary ammonium compound-resistance protein Suge

nitrogen regulatory protein P-11 2

nitrite transporter NirC

carbamoyl-phosphate synthase large subunit [EC:6.3.5.5]

nitrogen regulatory protein P-11 1

two-component system, NtrC family, nitrogen regulation response regulator
GInG

two-component system, NtrC family, nitrogen regulation sensor histidine kinase
GInL [EC:2.7.13.3]

aliphatic nitrilase [EC:3.5.5.7]

nitronate monooxygenase [EC:1.13.12.16]

carbamate kinase [EC:2.7.2.2]

N,N-dimethylformamidase [EC:3.5.1.56]
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4. 2 Analise dos genes do ciclo do nitrogénio

A andlise dos genes do ciclo do nitrogénio (CN), em cada dia do experimento (0, 3, 6,
11, 25 e 50), mostrou a a¢do do composto dicianodiamida (DCD) ao longo de 50 dias. O numero
de sequéncias dos genes envolvidos no CN das amostras de solos fertilizados com esterco
liguido suino com e sem DCD diferiram daquelas que receberam NPK ou controle. Foi
observado que houve maior variacdo na proporcdo de sequéncias, entre 0s tratamentos com
esterco liquido suino e o tratamento com NPK ou controle, ap6s 3 dias de exposi¢do dos
fertilizantes. Os solos fertilizados com esterco liquido suino com e sem DCD exibiram um
numero de sequéncias muito semelhantes entre si. Os genes que foram alterados pelo DCD, no
decorrer dos 50 dias do experimento, apenas mostraram altera¢es nos dias 6 e 11. No dia 0,
onde foi feita a amostragem do solo pré-experimento, ndao foi observada diferencas na
proporcdo de sequéncias nos diferentes tratamentos. Ndo houve diferenga na proporc¢do de
sequéncia entre os 4 tratamentos, no dia 0 e 50. O que demostra que a comunidade microbiana
alterada, no decorrer de 50 dias tende de ser como era no dia 0.

4. 2. 1 Genes envolvido na etapa de Fixacdo do Nitrogénio

O namero total de sequéncias dos genes relacionados a fixacdo bioldgica do nitrogénio
(FBN) encontrados nos tratamentos fertilizados com esterco liquido suino com e sem DCD foi
semelhante ao longo dos 50 dias de experimento, diferindo apenas dos tratamentos com NPK e
controle (Fig. 1).

Os tratamentos fertilizados com NPK e o controle apds o dia 3 e 6 apresentaram diferenca no
namero de sequéncias dos genes da FBN.

Entretanto, nos dias 11, 25 e 50 o nimero de apenas alguns genes da FBN no tratamento com
NPK tenderam ser similares aos nimeros de genes encontrados nos tratamentos com esterco
liquido suino (Fig. 1, C-D e G-H).

Os genes codificantes da proteina NifZ (Fig. 1A), NifW (Fig. 1B), NifU (Fig. 1E) e a enzima
dinitrogénio redutase (Fig. 1F), se mostraram em menor nimeros no tratamento fertilizado com
NPK comparado com os fertilizados com esterco liquido suino com e sem DCD ou controle.

O numero de genes NifW apresentou maior diferencas, principalmente aos 25 dias apos
fertilizag&o, em relagéo ao tratamento com NPK e os demais tratamento.

Houveram dias, nos quais 0 nimero de genes do tratamento controle tenderam a ser
mais semelhante com os tratamentos com esterco liquido suino do que com o qual continha
NPK (Fig. 1, A-B e E-F).

Assim como, houveram dias nos quais o tratamento controle diferiu dos demais
tratamentos (NPK e esterco liquido suino com e sem DCD).
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Cinco dos genes, foram mais expressos no tratamento controle, quando comparados com
os demais tratamentos, apds 6 dias do inicio do experimento (Fig. 1, C-D e G-I).

Com excegdo o gene codificante da enzima nitrogenase, que apenas exibiu maior
expressao no tratamento controle no dia 11 em relacdo aos tratamentos com NPK e esterco
liquido suino (Fig. 11).

A maior diferenca entre os tratamentos fertilizados com esterco liquido suino e o
fertilizado com NPK ou controle foi observado no dia 3.

Apenas 3 genes, dos encarregados pela FBN, apresentaram maior proporcédo de
sequéncias nos tratamentos fertilizados com esterco liquido suino com e sem DCD (Fig. 1, A-
BeF).

Contudo, ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos com esterco.

Apenas no dia 11, as proporcdes de sequéncias dos tratamentos fertilizado com esterco
liquido suino com DCD se mostrou menor que as do tratamento de esterco liquido suino sem
DCD (Fig. 1, D e G-I).
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Fig. 1. Genes envolvidos no processo de fixacdo de nitrogénio. Os tratamentos contendo esterco liquido suino
apresentaram menor nimero de sequéncias que o tratamento com NPK e controle.

4. 2. 2 Genes envolvidos na etapa de Desnitrificacdo

4. 2. 2. 1 Genes com maior nimero de sequéncia nos tratamentos com esterco

A etapa de desnitrificagdo teve o maior niUmero de genes que apresentaram diferencas
relevantes na analise de multiplos grupos no STAMP que a etapa de fixacdo de nitrogénio. As
diferengas na proporcéo de sequéncias observadas, entre os tratamentos fertilizados com esterco
liquido suino (com e sem DCD) e o tratamento fertilizado com NPK ou controle, na etapa de
FBN permaneceram na etapa de desnitrificacdo. Houve genes que, nos tratamentos fertilizados
com esterco liquido suino com e sem DCD, mostraram tendéncia a apresentar maior nimero de
sequéncias que os tratamentos fertilizados com NPK ou controle (Fig. 2).

Os genes codificantes das subunidades da enzima nitrato redutase (Fig. 2, A-D) e da
enzima nitrato redutase do periplasma NapA (Fig. 2E) apresentaram tendéncias a ter o nimero
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de sequéncias muito semelhante ao longo do experimento. Para ambas as enzimas, as
proporc¢des de genes foram mais abundantes no tratamento com esterco liquido suino com e
sem DCD no dia 3, quando comparado com o tratamento fertilizado com NPK ou controle. Nos
dias posteriores ao dia 3, essas enzimas tenderam a diminuir o nimero de genes nos tratamentos
com esterco liquido suino. Reduzindo ao longo dos dias as diferencas com o tratamento
fertilizado com NPK ou controle.

O gene encarregado da enzima éxido nitrico dioxigenase teve o numero de sequéncias
alterado apo6s 3 dias a exposicdo do esterco liquido suino (Fig. 2F). Os tratamentos com esterco
liquido suino com e sem DCD mostrou maior abundancia de sequéncia que o tratamento com
NPK e o controle. No entanto, o nimero de genes no tratamento com esterco com o pico de
abundancia no dia 3, foi reduzindo o nimero de sequéncia nos dias seguintes. A partir do dia
11, a abundéncia de genes nos 4 tratamentos permaneceu semelhante até o dia 50.

Houveram genes nos quais nao se observou diferencas relevantes entre os tratamentos,
apresentando tendéncias de expressao muito semelhantes entre os 4 tratamentos (Fig. 2, G-I).
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Fig. 2. Genes envolvidos no processo de desnitrificacdo que apresentaram maior nimero de sequéncias no
tratamento com esterco liquido suino.

4. 2. 2. 2 Genes com menor numero de sequéncia nos tratamentos com esterco

O solo fertilizado com esterco promoveu reducdo no numero de alguns genes quando
comparado ao solo tratado com NPK e controle.
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Dois genes relacionados ao 6xido nitroso, foi observado que compartilham a mesmas
tendéncias de sequéncia (Fig. 3, C-D). Apresentam as mesmas linhas de tendéncia para 0s
quatro tratamentos, bem como a mesma proporcdo de sequéncias. Ambos 0s genes
apresentaram maior diferenca no dia 3 e 6, entre os tratamentos contendo esterco e o com NPK
ou controle. Apos o dia 6 as diferencas entre os tratamentos foram diminuindo.

O gene codificante da proteina NrfD demonstrou tendéncias muito variadas ao longo
dos 50 dias (Fig. 3E). Até o dia 6, os tratamentos que continha NPK e o controle mostraram
maior numero de sequéncias que os tratamentos com esterco liquido suino. Contudo, nos dias
posteriores ao sexto dia, o tratamento que continha esterco liquido suino com DCD e o controle
mudaram bruscamente a abundancia de sequéncias.

O gene encarregado da enzima hidroxilamina redutase manteve o nimero de sequéncias
semelhante entre os tratamentos com esterco suino (Fig. 3A). Enquanto que, entre o tratamento
controle e o tratado com NPK houve uma diferenca. O tratamento controle foi o que apresentou
maior nimero de sequéncias que os demais tratamentos. A maior diferenca entre os tratamentos
com esterco liquido suino e o com NPK ou controle, pode ser observado no dia 3. No dia 11, 0
tratamento com DCD mostrou menor numero de sequéncia que os demais tratamentos.

O gene do citocromo c¢-552 apresentou diferencas nos numeros de genes entre 0s
tratamentos com esterco liquido suino e o com NPK ou controle (Fig. 3B). O tratamento
controle foi 0 que mostrou maior nimero de sequéncia que os demais tratamentos, em todos o0s
dias de experimento.

Houve genes que ndo apresentaram grande variacdo ao longo dos 50 dias, bem como
ndo apresentaram diferencas relevantes entre os tratamentos (Fig. 3, F e G).
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Fig. 3. Genes envolvidos no processo de desnitrificagdo que apresentaram menor nimero de sequéncias nos
tratamentos com esterco liquido suino.

4. 3 Analise dos genes no STAMP

Foi observado nas andlises das tendéncias da expressdo dos genes ao longo de 50 dias
gue o tratamento com esterco liquido suino com e sem DCD apresentaram a proporcdo de
sequéncias muito semelhantes. Para identificar quais genes diferiram significantemente entre
os tratamentos com esterco liquido suino, foi realizado a analise no STAMP. O ensaio no
STAMP consistiu na analise de dois grupos (esterco liquido suino com DCD e esterco liquido
suino sem DCD), usando o teste estatistico Kruskal-Wallis H-test. Os resultados foram
explorados por meio do gréfico de barras de erro (Fig. 4).

No dia o tratamento com esterco liquido suino contendo DCD mostrou menor nmero
de genes que o tratamento com esterco liquido suino sem DCD (Fig. 4A), como mostrado na
analise da tendéncia ao longo dos 50 dias no Excel (Fig. 2H). No dia 6, o gene da proteina NifB
foi menos expressa no tratamento com esterco liquido suino contendo DCD que o tratamento
de esterco liquido suino sem DCD (Fig. 4B). No entanto, na analise de tendéncia essa diferenca
ndo pode ser observada (Fig. 1C). No ensaio do dia 11, dois genes, da enzima hidroxilamina
redutase e regulador de transcri¢do de Oxido nitrico redutase, apresentou menos transcritos no
tratamento de esterco liquido suino com DCD que o tratamento de esterco liquido suino sem
DCD (Fig. 4C). No dia 25, a analise no STAMP resultou em diferencas significativas entre os
tratamentos com esterco liquido suino. Contudo, no dia 50, o tratamento com esterco liquido
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suino com DCD exibiu maior proporcao de transcritos da subunidade | da enzima 6xido nitrico
redutase que o tratamento de esterco liquido suino sem DCD (Fig. 4C)
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Fig. 4. Analise de dois grupos no STAMP dos tratamentos contendo esterco liquido suino com e sem DCD. O
tratamento fertilizado com esterco liquido suino com DCD apresentar menor proporcao de sequéncias que 0
tratamento com esterco liquido suino sem DCD.

5 DISCUSSAO

Nas informacdes observadas na analise de tendéncias das propor¢des de sequéncias, ndo
foi possivel identificar alteracGes relevantes causadas pelo tratamento com esterco liquido
suinos contendo DCD. O numero de sequéncias foi semelhante na presenca ou auséncia de
DCD nos tratamentos com esterco, indicando que o composto dicianodiamida nédo afeta a
proporgdo de copia dos genes envolvido no ciclo do nitrogénio. Segundo Suleiman (2016), o
DCD nédo apresenta efeito sobre a atividade metabolica da comunidade microbiana e foi
especifico da via, tendo impacto apenas em nitrificadores durante um periodo de curto prazo, o
que, por sua vez, reduziu as emissdes de N2O. E bem compreendido, que o DCD bloqueia
temporariamente o sitio ativo da enzima amonia monooxigenase, reduzindo o crescimento de
microrganismos envolvidos no primeiro passo do processo de nitrificagdo (Prosser e Graeme,
2012) e as emissBes de N2O em uma média de 82% (Di, H. J., e K. C. Cameron, 2002). Embora,
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ocorra a reducdo de N0, esse estudo demonstro que o DCD né&o afeta a expressao dos genes
relacionados ao NO.

A exposicdo de esterco suino no solo resultou em maiores alteragfes no nimero de
copias génicas que o tratamento com NPK e o controle. A aplicacdo do estrume pode ter uma
influéncia maior nas comunidades microbianas do solo do que as aplica¢6es ndo fertilizadas ou
fertilizantes minerais (Williams et al., 2013; Dong et al., 2014). Houveram genes que
apresentaram menor numero de copia de genes no tratamento com esterco; enquanto outros
mostraram maior abundéancia de sequéncias.

Os resultados obtidos demonstram que o DCD néo afeta significantemente a abundéncia
dos genes da fixacdo bioldgica do nitrogénio (FBN). A Unica evidéncia da atuacdo do composto
pode ser observada no dia 11 na tendéncia de alguns genes relacionados a FBN. No entanto,
esse ndo pode ser um efeito direito do DCD. Segundo Suleiman (2016), no dia 11, o teor de
NO3 no solo tratado com esterco liquido suino com DCD foi maior que o esterco sem DCD,
evidenciando que o DCD perdeu rapidamente o efeito inibidor. Ou seja, no dia 11, ndo ha mais
o efeito inibidor sobre a enzima amoénio monoxigenase (AMO). N&o se pode generalizar, que o
DCD ira atuar da mesma forma em todas as funcgdes.

Houveram genes dos envolvidos no processo de desnitrificacdo que mostraram maior
namero de sequéncias nos tratamentos com esterco liquido suino. Os genes encarregados pela
enzima que realiza reducdo de nitratos foram os quais apresentaram maior nimero de sequéncia.
A reducéo de nitrato pode ser catalisada por uma membrana associada ou por uma redutase de
nitrato periplasmatica solivel. Algumas bactérias expressam ambas as enzimas
(RICHARDSON et al., 2001.). A nitrato redutase catalisa a reducdo de nitrato para nitrito. O
nitrito formado por reducdo de nitrato pode ser reduzido a amdnio ou a 6xido nitrico por
diferentes tipos de nitrato redutases (Moreno-Vivian, et al., 1999). Em um estudo sobre o efeito
de fertilizantes organico e inorganico no processo de desnitrificacdo foi observado que 0s
fertilizantes orgéanicos atuam intensificando a desnitrificacdo (ENWALL et al., 2005.).
Validando o que foi encontrado nesse estudo, pelo menos em relacdo a esta enzima.

O gene responsavel pela funcdo de 6xido nitrico dioxigenase também apresentou maior
namero de cépias no solo tratado com esterco liquido suino que o solo com NPK e o controle.
A dioxigenacdo do oxido nitrico (NO) é feita pela enzima flavohemoglobina (flavoHbs), que
também apresenta a funcédo de desintoxicacdo. FlavoHbs séo induzidas por NO, nitrito, nitrato
e liberadores de NO em varias bactérias, e esses flavoHbs protegem bactérias contra inibicao
do crescimento e danos mediados por NO durante exposi¢Oes a agentes de libertacdo de NO ou
NO auténticos (GARDNER et al., 2000). A alta taxa de N disponivel no solo pelo uso de esterco
suino organico pode representar um estresse, podendo dessa forma induzir o maior nimero de
oxido nitrico dioxigenase.

Assim como houveram genes envolvidos no processo de desnitrificacdo, que
apresentaram maior nimero de sequéncia, houve também aqueles que mostraram menor
namero de cdpias no tratamento com esterco liquido suino que os tratamentos com NPK e o
controle. Dentre 0s genes que exibiram menor nimero de cépias, dois se mostraram muito
similares em relacdo a propor¢édo de sequéncia e as linhas de tendéncias dos 4 tratamentos. O
gene codificante da enzima dxido nitroso redutase e da proteina acessoria de oxidase nitrosa
apresentaram as mesmas proporcoes de sequéncias. Podendo haver alguma relagdo entre os dois
produtos génicos. A enzima oOxido nitroso (N2OR) redutase transforma o 6xido nitroso (N2O)
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em Na, catalisa o Gltimo passo da via de desnitrificacdo (PAULETA et al., 2013.). Enquanto,
que a proteina acesséria de oxidase nitrosa é codificada pelo gene NosD, é uma proteina
periplasmatica envolvida na insercéo de cobre (Cu) no produto do gene NosZ (ZUMFT, 1997).
A enzima Oxido nitroso redutase é produto do gene nosZ. A biossintese dos dois centros de Cu
desta enzima depende de proteinas acessorias cujas funcOes e posicOes exatas na via de
maturacdo NosZ ndo sao bem conhecidas (WUNSCH et al., 2003). A enzima 6xido nitroso
redutase depende da proteina acessoria para aquisicdo de Cu, explicando o porqué desses
apresentaram similaridade na proporc¢édo de sequéncias.

O gene da proteina NrfD foi dos quais exibiu baixa propor¢do de sequéncia no
tratamento com esterco liquido suino quando comparado com o tratamento com NPK e
controle. A NrfD é uma proteina transmembrana que nao é bem conhecida (STEIN et al., 2016).
A familia NrfD é constituida por proteinas integradas de membrana que reunem locais de
ligacdo a quinonas (ROTHERY et al., 2008). NrfD provavelmente funcionam para oxidar o
menaquinol com os elétrons que passam para 16Fe-ferredoxinas localizadas no periplasma.
Proteinas NrfD estdo relacionadas ao sistema de nitrito redutase periplasmatica de E. coli e
Haemophilus influenzae (HUSSAIN et al., 1994; FLEISCHMANN et al., 1995). NrfD € a
subunidade de membrana integral da enzima nitrito redutase em E. coli (ROTHERY et al.,
2008). A extremidade N-terminal hospeda o local de ligacdo a quinonas e a extremidade C-
terminal estd envolvido na translocacdo e absorcdo de prétons a partir do citoplasma
(MAJUMDER et al., 2013.). Pouco se sabe da fungdo dessa proteina, no entanto, sabe-se que
ela esta relacionada a reducéo de nitrito.

O gene encarregado pela enzima hidroxilamina redutase (HCP) foi um dos quais se
mostrou com menor sequéncia no tratamento com esterco liquido suino que o tratamento com
NPK e o controle. A hidroxilamina redutase € uma enzima que catalisa a reacdo de reducédo da
hidroxilamina a aménia (DAM et al., 2012). A proteina HCP esta implicada na defesa de
Salmonella enterica contra o estresse de nitrogénio (GILBERTHORPE et al., 2007). Seth et al
(2012) demonstrou a importancia da HCP na defesa de E. coli contra 0 NO derivado de
macrdfagos. Os resultados da atividade enzimética da hidroxilamina redutase na rizosfera e
ndo-rizosfera de K. obovata aumentou significativamente com adi¢cdo de nitrogénio exdgeno
(WENG et al., 2013.). A alta taxa de N disponivel no solo pelo uso de esterco suino organico
pode representar um estresse, podendo dessa forma induzir o maior nimero de sequéncias de
hidroxilamina redutase.

O gene responsavel pela enzima citocromo c-552 também demonstrou menor proporgédo
de sequéncia no tratamento com esterco em comparacao com o tratamento com NPK e controle.
Os primeiros estudos sobre citocromos solUveis em Enterobacteriaceae e a primeira
caracterizagéo da enzima citocromo ¢552 foram feitos por Fujita (1966), pesquisa sobre multi-
heme da enzima nitrito redutase, especialmente em funcdo de seu papel bioquimico
fundamental no ciclo de nitrogénio (transformacdo NO>™ para NH3). Hoje em dia, a enzima é
conhecida como penta-heme citocromo c nitrito redutase (ou NrfA), cuja fungdo é catalisar a
reducdo de nitrito respiratorio em aménio (SIMON, 2002). Esta enzima normalmente é expressa
em condicBes de crescimento anoxicas ou micro-0xicas na presenca de nitrato (NOs) e nitrito
(NO.) (POOCK et al., 2002.).

No presente estudo, os tratamentos com o esterco liquido suino mostraram efeitos
substancialmente negativos sobre a 0 nimero de sequéncia génicas, o que como pode afetar o
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metabolismo bacteriano do solo. Aplicacdo de esterco reduziu significativamente o
metabolismo de fungdes envolvidas no ciclo do nitrogénio, observado claramente na
diminuicdo do nimero de sequéncias de muitos genes envolvidos no ciclo do nitrogénio.

Em conclus&o, o composto dicianodiamida parece néo alterar a atividade metabdlica das
funcBes encarregadas de processar as etapas do ciclo do nitrogénio. O DCD néo atua inibindo
ou estimulando a expressdo dos genes do ciclo do nitrogénio. No entanto, esse estudo foi
realizado analisando apenas o nimero de sequéncias do RNA ribossomal da regido 16S. No
entanto, as evidéncias de atuacdo do DCD s&o sobre uma enzima, a aménia monooxigenase.
Mais estudos sdo necessarios para se entender a acdo do DCD na comunidade microbiana. A
comegar por analisando a interacdo do composto com proteinas.
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