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Resumo

Devido ao aumento populacional, a escassez de alimentos € uma das maiores
preocupacdes da atualidade. Na tentativa de elevar a producédo agricola e suprir a
demanda do mercado, o consumo de fertilizantes estd ganhando cada vez mais
espaco. Entretanto cerca de 50-70% do nitrogénio aplicado mundialmente acaba
sendo perdido por diversos fatores, entre eles o processo de desnitrificacdo. Visto a
importancia da desnitrificacdo ndo s6 na atividade agricola, mas também na geracéo
de gases do efeito estufa, com a finalidade de se compreender o comportamento das
comunidades desnitrificantes nas culturas de aveia preta e milho, o presente trabalho
quantificou por gPCR o gene nosZ, avaliando a possivel interferéncia das doses de
nitrogénio e da inoculacdo de Azospirillum brasilense como biofertilizante, na
abundéancia do numero de cépias do gene. A partir dos dados obtidos foi possivel
verificar que as diferentes doses de nitrogénio com e sem inoculacao de A. brasilense,
nao influenciaram no numero de copias do gene nosZ na cultura do milho. A
quantificacdo do gene nosZ também sugere que existe um uso eficiente do N no solo
para ambas as culturas.

Introducéo

O nitrogénio (N) é um dos elementos essenciais para o bom desenvolvimento
vegetal, e cerca de 50% de todo o nitrogénio produzido em escala industrial é
destinado as culturas de milho (16%), arroz (16%) e trigo (18%), sendo estes os trés
principais cereais que constituem a base do consumo mundial (LADHA et al., 2016).

Entretanto, o consumo excessivo desse fertilizante na agricultura vem sendo
associado a uma elevacdo nos niveis de poluicdo e degradacdo ambiental, sendo
importante destacar que aproximadamente 50-70% do nitrogénio aplicado
mundialmente por ano, € perdido por diferentes processos, entre eles, a
desnitrificacdo, responsavel pela perda de aproximadamente 1,15 Tg de N por ano
(COSKUN et al., 2017; HUANG et al., 2019).

A desnitrificag@o € um processo que ocorre em condi¢des anaerdbicas, onde por
uma sequéncia de reducdes o nitrato € transformado em N2 (CASTELLANO -
HINOJOSA et al.,, 2019). Nesse processo o nitrato (NO3) e o nitrito (NO2) séo
reduzidos a 6xido nitrico gasoso (NO), 6xido nitroso (N20), e finalmente a N2 (ZUMFT,
1997).

Durante a desnitrificacdo ocorre a liberacdo de N2O, um potente gas de efeito
estufa, que chega ser cerca de 300 vezes mais reativo que o diéxido de carbono.
Nesse contexto o gene nosZ possui papel fundamental, uma vez que codifica a Unica
enzima capaz de reduzir N20 a N2 (USYSKIN-TONNE et al., 2019).
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Diante da importancia do uso eficiente de N nas culturas e a relevancia do
processo de desnitrificagéo, o presente projeto teve por finalidade quantificar o gene
nosZ, em culturas de aveia preta e milho, permitindo correlacionar as mudangas no
namero de copias do gene com as diferentes doses de nitrogénio que sdo empregadas
em cada cultura.

Material e Métodos

Especificidade dos primers: Foi verificada a especificidade dos primers nosZ-
F [KLOOS et al., 2001] e nosZ-R [RUIZ-RUEDA et al., 2009], pela técnica de PCR
utilizando o DNA de Azospirillum brasilense e de Bradyrhizobium japonicum. A reacao
no termociclador Mastercycler® (Epperdorf), utilizou os seguintes parametros, 1 ciclo
de 5 minutos a 94°C, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 57°C, 1
minuto a 72°C, e uma etapa final de 10 minutos a 72°C. Os produtos foram
visualizados em gel de agarose 2%, corado com brometo de etideo (0,5 pug/mL) e
visualizados no fotodocumentador (Fusion FX Vilber loumart).

Curva de calibracao: A curva de calibracdo foi construida a partir da diluicao
seriada de 2 x 108 até 2 x 102 UFC. mL* de A. brasilense inoculado em solo estéril.
Foram utilizados os mesmos parametros da quantificacdo, entretanto, sem BSA.

Quantificacdo de amostras: a quantificacdo do nimero de cépias do gene nosZ
foi realizada no termociclador AriaMx Real-Time PCR System, Agilent Technologies.
Cada reacéo consistiu de 12,5 pL de SYBR Brilliant Il Ultra-Fast SYBR® Green, 1 uL
de cada par de primers, 0,5 uL de BSA e 2,5 pL da amostra, e completou-se com agua
ultrapura estéril para um volume de reacéo de 25 L.

Todas as amostras foram quantificadas em triplicata técnica, os produtos foram
confirmados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo
(0,5 pg/mL) e visualizados no fotodocumentador (Fusion FX Vilber loumart).

Resultados e Discusséo

Os primers para a quantificacdo do gene nosZ foram especificos para a regido
de interesse, e amplificaram apenas produtos 450 pb.

Em relacdo a curva de calibracdo, foi possivel observar uma eficiéncia de E=
95% indicando que a reacdo apresenta uma boa eficiéncia, sendo aceitos valores
entre 85 — 110%. O limite de deteccéo foi 2 x 107 - 2 x 10° UFC. mL™.

Foi verificada a auséncia de picos inespecificos na curva de melting observando
pico Unico na temperatura de 88°C, também foi possivel verificar um slope de -3,43 e
um r?2 de 0,99, indicando que os parametros da curva de calibracdo foram bem
ajustados. Todos os produtos foram confirmados por eletroforese em gel de agarose
2% corado com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizados no fotodocumentador
(Fusion FX Vilber loumart), observando fragmentos de 450 pb e banda Unica para
cada amplificacéo.

Os dados da quantificacdo do gene nosZ (Fig. 1) revelaram que em ambas as
culturas o numero de copias de nosZ ndo ultrapassou 108 cépias/g de solo.
Comparando com a literatura, os valores obtidos s&o baixos, uma vez que trabalhos
anteriores avaliaram a resposta do nosZ a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados, e
detectaram valores na ordem de 108 — 10° copias/g? (KASTL et al., 2015, MAO;
YANNARELL; MACKIE, 2011, WAGHMODE et al., 2018, YANG et al., 2018).

Figura 1. Efeito das doses de nitrogénio e da inoculagdo com Azospirillum brasilense
AbV5/AbV6 no numero de cépias do gene nosZ, em um sistema agricola de plantio
direto.



2019

°
/\ b XXVIII Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
‘[" V Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Jinior

Copias de nosZ em culturas de interesse agricola
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Para a cultura do milho houve homogeneidade no numero de cépias, nao
apresentando uma resposta decorrente da inoculagdo ou das diferentes doses de N
aplicadas na cultura do milho. Além disso, foi possivel verificar que a quantidade de
bactérias desnitrificantes na cultura do milho foi maior em todos os tratamentos se
comparada a aveia preta.

A homogeneidade do nimero de copias de nosZ poderia ter sido influenciada
pela precipitacdo durante a safra do milho, na qual foram registrados valores de 250
— 300 mm durante os meses de outubro a janeiro, tais valores foram acima da média
anual dos ultimos dez anos. Segundo Moreira e Siqueira (2006) a umidade e a
aeracdo do solo afetam diretamente as taxas de desnitrificagdo, as quais aumentam
guando a agua preenche os espacos porosos do solo, ja que isso contribui com a
auséncia de oxigénio. Segundo Kuypers e colaboradores (2018), os genes NOS séo
sensiveis a presenca de oxigénio, fato que foi recentemente testado por Yang e
colaboradores (2018), os quais demonstraram que a irrigacdo contribui com o
aumento do numero de cOpias de nosZ, quando implementados diferentes regimes de
irrigacao no trigo.

Finalmente, os baixos valores de nosZ podem sugerir que existe um baixo
potencial para a conversdo de N20 a Nz, tanto na aveia preta, como cultura de
cobertura, como no milho plantado apds aveia preta

Conclusdes

Os dados obtidos com a quantificacdo do gene nosZ em aveia preta e milho
possibilitam inferir que na area existe uma baixa conversdo de N20 a N2, uma vez que
o numero de cépias do gene encontra-se baixo.

O baixo numero de coépias de nosZ pode dever-se a uma baixa disponibilidade
de substrato, isto €, de N20, provavelmente decorrente de baixa atividade de
desnitrificacdo na area, sugerindo que as diferentes doses de nitrogénio que foram
aplicadas, ndo impactaram no aumento do numero de coOpias do gene e como
consequéncia, a taxa de N perdido por desnitrificacdo poderia ter sido baixa.

A precipitacdo é um fator abibtico que influencia de forma direta a atividade
microbiana de microrganismos anaerobicos ou anaerdbicos facultativos, como
agueles que participam no processo de desnitrificacao.
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