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RESUMO

Mesotrione, 2 - (4-mesil-2-nitrobenzoil) -1,3-cicloexanodionas, € um herbicida da
classe quimica tricetona, com alto potencial de lixiviagdo, inibe competitivamente a
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD), que converte a tirosina em plastoquinona
e oa-tocoferol, e foi encontrado em plantas, fungos e bactérias, incluindo
Acinetobacter. O objetivo deste trabalho foi caracterizar modos de adaptacdo de
linhagens brasileiras de Acinetobacter ao mesotrione. Acinetobacter calcoaceticus e
Acinetobacter sp. foram selecionadas em até 15.00 mM (resisténcia) e 0,03 mM
(tolerancia) de mesotrione e avaliadas para degradacdo em experimentos de até 60
horas a 35 mM do herbicida em espectrofotometria, mostrando-se incapazes de
degradacdo. Medidas das células bacterianas em computador (Imaged 1.37V)
indicam processo de inani¢do, provavelmente devido a nao utilizacdo de mesotrione
como fonte de carbono, e essa caracteristica pode ser considerada como um
marcador para a degradacdo do herbicida. A forte atividade oxidativa do herbicida
mesotrione esta vinculada ao radical N da molécula, e reforgada pelo radical S. Por
este motivo, foi estudado o estresse oxidativo para as enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationa redutase, por SDS-PAGE n&o denaturante, PAGE e
espectrofotometria. Acinetobacter calcoaceticus mostrou uma maior resposta ao
estresse oxidativo do que Acinetobacter sp., apresentando mais proteinas sollveis e
menor nuamero de isoformas de bandas em eletroforese (12 contra 23),
provavelmente devido a suas enzimas terem sido selecionadas para este herbicida e
mostraram melhor adaptacdo que Acinetobacter sp.. Estratégias de resisténcia
microbiana ao herbicida e padrdes especificos de enzimas anti-oxidativas poderiam
dar opcbes ndo degradativas aos microorganismos, levando & manutencdo de
maiores quantidades herbicidas em solos e 4guas subterraneas, e por mais tempo.

Palavras-chave: Acinetobacter, Mesotrione, Adaptacdo Microbiana, Estresse

Oxidativo, Resisténcia a Herbicidas



ABSTRACT

Mesotrione, 2-(4-Mesyl-2-nitrobenzoyl)-1,3-cyclohexanedione, is a trycetone
herbicide chemical class, with high leaching potential, and competitively inhibit 4-
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), that converts tyrosine to plastoquinone
and a-tocopherol, and was found in plants, fungus, and bacteria, including
Acinetobacter. The aim of this work was to characterize pathways of Brazilian strains
of Acinetobacter facing mesotrione. Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter
sp. were selected in up to 15.00 mM (resistance) and 0.03 mM (tolerance)
concentrations of mesotrione and tested at 35 mM buffered solution in
spectrophotometry until 60 hours, showing to be incapable to degrade mesotrione.
Computer bacterial cells measures (ImageJ 1.37v) indicate starvation process,
probably due to non use of mesotrione as carbon source, and this characteristic
could be consider a marker for herbicide degradation. Mesotrione herbicide activity is
major in N, and enhanced by S, and has a strong electron withdrawing. For this
reason, we studied antioxidative stress enzymes catalase, superoxide dismutase and
glutathione  reductase, by SDS-PAGE, non-denaturatiy PAGE and
spectrophotometry. Acinetobacter calcoaceticus showed a higher response to
oxidative stress than Acinetobacter sp., with more soluble proteins and lower number
of electrophoresis bands isoforms (12 against 23), because its enzymes were
selected for this herbicide and show better adaptation than Acinetobacter sp.. A
microbial strategy of herbicide resistance/tolerance and specific oxidative stress
raised by mesotrione herbicide could give additional non-degradating options to
microorganisms, not necessarily leading to fast herbicide degradation, so
determining the herbicide fate in soils and groundwater.

Keywords: Acinetobacter, Mesotrione, Microbial Adaptation, Oxidative Stress,
Herbicide Resistance
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1. INTRODUCAO

1.1. PRODUCAO AGRICOLA

O advento do capitalismo e a Revolugdo Industrial no século XX
desencadearam um processo de profundas modificagdes na agricultura, inclusive
com a posterior separagdo fisica das atividades agricolas e industriais. A vida
urbana, além do crescimento demogréfico, levou a uma crescente pressao sobre a
agricultura no sentido de expandir sua producéo, e sua produtividade, incorporando
novas técnicas, insumos, maquinas oriundas da industria, proporcionando
modificagbes na agricultura (ALMEIDA et al., 1984). A partir deste periodo, a
intensidade de producdo na agricultura tem aumentado substancialmente (PRETTY,
2007).

A modernizacdo tecnoldgica da agricultura no Brasil teve 0 seu apogeu no
periodo de 1968 até 1979, e na década de 70 o processo de concentracdo e
centralizacdo do capital no poélo industrial dos complexos agroindustriais se acelera.
Este processo caracterizou-se em especial na regido Sul, ela contribuiu com cerca
de 50% do produto agricola total. A expansao de fertilizantes acelerou-se a partir de
1967 com as culturas de soja, trigo, cana-de-acucar e café, entretanto, foi em 1976
gue o consumo de agrotoxicos teve um aumento de 66%. Este aumento no uso de
fertilizantes quimicos e defensivos acelerou a contaminacgéo e degradacédo dos solos
facilitando a contaminagcdo dos rios e provocando a destruicdo da flora e fauna
aguatica. A utilizacdo desses pesticidas provoca a diminuicdo e o desaparecimento
de organismos, como, por exemplo, insetos e aves, controladores naturais de
pragas. (MOREIRA, 1999).

Os sistemas agricolas atualmente sdo reconhecidos como uma nova origem
de dano ao meio ambiente (PRETTY, 2007). O uso de agrotoxicos, fungicidas e
herbicidas provoca mudancas no equilibrio biolégico, ocasionando um aumento na
incidéncia de cancer e outras doencas por meio dos residuos toxicos presentes nos
graos ou em outras partes comestiveis (KESAVAN; SWAMINATHAN, 2007).
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1.2. ACULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays) € a mais importante planta comercial com origem nas
Ameéricas. Ha indicacdes de que sua origem tenha sido no México, América Central
ou Sudoeste dos Estados Unidos. E uma das culturas mais antigas do mundo,
havendo provas por meio de escavacgfes arqueoldgicas e geoldgicas e através de
medi¢cbes por desintegracdo radioativa, de que é cultivado hd pelo menos 5.000
anos. Logo depois do descobrimento da América, foi levado para a Europa, onde era
cultivado em jardins, até que seu valor alimenticio tornou-se conhecido. Passou,
entdo, a ser plantado em escala comercial. A importancia econémica do milho é
caracterizada pelas diversas formas de sua utilizacdo, que vai desde a alimentacdo
animal até a industria de alta tecnologia. Na realidade, o uso do milho em grdo como
alimentacdo animal representa a maior parte do consumo desse cereal, isto €, cerca
de 70% no mundo. Nos Estados Unidos, cerca de 50% é destinado a esse fim,
enquanto que no Brasil varia de 60 a 80%, dependendo da fonte da estimativa e de
ano para ano. Dentro da evolugcdo mundial de producdo de milho, o Brasil tem se
destacado como terceiro maior produtor, ficando atras apenas dos Estados Unidos e
da China (EMBRAPA, 2009).

A producdo de milho este ano no Brasil devera atingir 33,7 milhdes de
toneladas na primeira safra e 17,6 milhées de toneladas na segunda safra. As quatro
maiores regibes produtoras, Sul, Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste, sao
responsaveis por 41,6%, 28,7%, 13,5% e 12,7% de participacdo na producao
nacional, respectivamente. Salienta-se que o Parana, superou o Mato Grosso na
producdo de milho e se encontra na posicao de maior estado produtor nos ultimos
anos (IBGE, 2009). Na regido dos Campos Gerais, Parana, a cultura do milho ocupa
aproximadamente um terco da area agricola de verdo, participando com a soja
(Glycine max) e o feijdo (Phaseolus vulgaris) da rotacdo de culturas (WEIRICH
NETO, 2004 ).
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1.3. SOLO

O solo é a porcédo superficial da terra que fornece o suporte para a vida.
Conhecido por sua funcdo de fornecer nutrientes e agua para a sustentacdo da
agricultura e ecossistemas, ele € importante também para a sociedade na recarga
de agua subterranea, disposicdo de residuos, como fonte de materiais de
construgdo e atividades de manufaturas. E neste meio poroso estruturado e
biologicamente ativo que ocorre a maioria das interacdes quimicas e bioquimicas
entre a superficie da terra, as aguas subterraneas e a atmosfera (MARTIN NETO et
al., 2007).

O solo é um habitat extremamente peculiar com relacdo a outros habitats
terrestres devido & sua natureza heterogénea, complexa e dinamica. E formado por
agua, gases, e particulas de silicatos minerais, raizes de plantas, populacdes de
organismos macro e microscopicos vivos com metabolismo ativo ou dormente e
matéria organica em varios estagios de decomposicdo (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002).

1.3.1. COMPOSICAO DO SOLO

O solo é composto por trés fragBes principais, a fracdo soélida, liquida e
gasosa. A fracado sélida do solo é formada por matéria mineral e organica, sendo que
a primeira advém da rocha original de formacao deste solo. A fracdo solida do solo
produtivo tipico esta formada por aproximadamente 5% de matéria organica e 95%
de matéria inorganica. A fracdo liquida é constituida por uma solucdo de sais
minerais e componentes organicos, assim, constitui-se de material dissolvido que
tem como origem 0s processos quimicos e bioguimicos no solo e de trocas entre a
biosfera e a atmosfera. Este meio transporta as espécies quimicas, desde e até as
particulas de solo, constituindo-se também, na via fundamental para a troca de
nutrientes entre as raizes e o solo solido. Por fim, a fragdo gasosa é formada pelo ar
com composi¢cao um pouco alterada, sendo a quantidade de oxigénio menor que a
guantidade de diéxido de carbono. A ocorréncia desses fendbmenos deve-se as

atividades biologicas que ocorrem no solo, determinantes também, da saturacdo ou
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niveis muito proximos a esse estado, no que concerne a umidade relativa em
condi¢des naturais. O ar do solo ocupa 0 espac¢o poroso ndo ocupado pela agua. O
oxigénio € consumido por microorganismos e pelo sistema radicular das plantas
superiores, de tal forma que sua concentracdo € menor do que na atmosfera livre.
Ao contrario, o diéxido de carbono é liberado em processos metabdlicos que
ocorrem no solo e, por isso, seu teor é geralmente mais alto. As atividades
biolégicas do solo podem alterar a composicdo dos gases organicos e dos

inorganicos (MAZZUCO, 2008)

1.3.2. CONTAMINACAO DO SOLO

Nas ultimas décadas a consequente sintese e aplicacdo de produtos quimicos
e industriais e a interferéncia humana levou a mobilizacdo macica dos recursos
naturais, resultando em poluicdo ambiental (SPAIN, 1995). As mudancas na prética
agricola resultaram em um aumento drastico no uso de pesticidas (KONSTANTINOU
et al., 2006). Estas substancias antropogénicas ou xenobioticos, sdo usadas como
biocidas com acado toxica em plantas, fungos e insetos. No solo, 0s xenobidticos
sofrem indmeras interagfes quimicas com a fase inerte e com a biota, sofrendo
alteracdes abidticas e bidticas que determinam a persisténcia e o impacto destes no
ecossistema (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Calcula-se que somente 0,1% de uma
aplicacao de defensivos agricolas atingem o alvo especifico, enquanto os restantes
99,9% tém potencial para se mover em diferentes compartimentos ambientais, tais
como o solo e aguas residuais e subterraneas (UETA et al., 2007).

As principais substancias contaminantes do solo sdo: metais, componentes
inorganicos, compostos aromaticos e poliaromaticos, hidrocarbonetos clorados e
agroquimicos (MAZZUCO, 2008).

1.3.3. DEGRADACAO DO SOLO

O uso excessivo dos fertilizantes minerais provoca a deterioracdo de algumas
propriedades fisico-quimicas do solo, provocando a erosédo e a contaminagdo dos

sistemas agricolas. A contaminacdo consiste na forma de maior importancia na
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degradagédo dos solos. O solo possui capacidade para reter os elementos
contaminantes que lhe séo incorporados, manifestando seus efeitos apenas apés
certo periodo de tempo. Embora a maioria dos solos utilizados nos processos
agricolas necessite do fornecimento de nitrogénio, foésforo e potassio na forma de
fertilizantes minerais, para que sejam supridas suas necessidades, devido a perda
destes nutrientes pelas colheitas, o uso de fertilizantes em excesso provoca efeitos
regressivos a producdo, tanto pela toxicidade, quanto pelo desequilibrio nutritivo,
provocado pela competicdo entre os elementos constituintes do solo (MAZZUCO,
2008). Além disso, um dos grandes problemas decorrentes do uso de agroquimicos
€ a lixiviagdo de suas moléculas originais ou de seus metabdlitos para camadas
mais profundas no perfil do solo, podendo atingir o lencol freatico (PROCOPIO et al.,
2004). A persisténcia de um pesticida no solo depende de processos de dissipacéao,
como a degradacdo, que pode estar relacionada com o metabolismo microbiano
(NAKAGAWA; ANDREA, 2000).

1.4. HERBICIDAS UTILIZADOS NA CULTURA DO MILHO

A reducdo do rendimento de producdo na cultura de milho, devido a
competicdo estabelecida com as plantas daninhas, pode alcancar até 70% da
produtividade potencial, variando em funcdo da espécie e do grau de infestacdo das
plantas daninhas, do tipo de solo, das condi¢cdes climaticas reinantes no periodo,
bem como do espacamento, e do estadio fenolégico da cultura em relacdo a
convivéncia das plantas daninhas (FANCELLI; DOURADO-NETO, 2000). Portanto, o
controle de plantas daninhas é uma necessidade de ordem econémica.

O glifosato é o ingrediente ativo nio seletivo do herbicida RoundUp®. E
utilizado para manejo da vegetacdo antes da semeadura da cultura, principalmente
nas areas de plantio direto. Este herbicida & derivado de aminoacidos, e tem como
mecanismo de acdo a inibicAo da enzima enol-pirovil-shikimato-fosfato sintetase
(EPSPS). A EPSPS é responsavel por uma das etapas de sintese dos aminoacidos
aromaticos, triptofano, fenilalanina e tirosina. Uma das conseqiéncias da inibicdo da
enzima € a elevacdo dos niveis de amonia fitotoxica, glutamina e glutamato e a

inibicdo de algumas vitaminas e hormoénios (NICOLAI, 2004).
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Outro herbicida amplamente utilizado e monitorado por vérias décadas é o
2,4D (Acido 2,4- diclorofenoxilacético) (AMARANTE JUNIOR et al., 2003). E um
acido organico com alta solubilidade em agua, utilizado para o controle de plantas
daninhas de folhas largas nas culturas de arroz, milho, sorgo e cana-de-acucar
(SILVA et al., 2007). Ele interfere diretamente no mecanismo de diferenciacao
celular, inibindo ou estimulando de forma erratica o desenvolvimento nas areas
meristematicas, e provocando uma diferenciacdo em tecidos com células ja
estabilizadas. Este herbicida age da mesma forma que as auxinas naturais das
plantas, porém como € aplicado em doses maiores que o0s reguladores de
crescimento, apresentam acao herbicida nas plantas daninhas da classe das
dicotiledéneas (NICOLAI, 2004). O herbicida 2,4D € considerado um agente
carcinogénico, afetando o figado, coracdo e sistema nervoso central. Estudos
recentes sobre a biodegradagdo do 2,4D foram relatadas por Silva et al. (2007),
comprovando por andlise de HPLC a capacidade biodegradativa das linhagens
Serratia marcescens e Penicillium sp. expostas ao herbicida.

Diuron (3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia) € um herbicida pertencente ao
grupo quimico das feniluréias que pode ser aplicado em pré-emergéncia para o
controle de plantas daninhas. Ele é desprezadamente toxico para aves e mamiferos
e moderadamente toxico para invertebrados aquaticos, sendo relativamente
persistente no solo, ou seja, € pouco lixiviado. Estudos sobre a biorremediacéo
deste herbicida conduzidos por Cullington; Walker (1999) mostraram que a
degradacdo microbiana deste xenobibtico é considerada o primeiro mecanismo para
sua dissipac¢éo no solo, sendo comprovado pela rapida degradacéo deste herbicida,
realizada por uma bactéria Gram-negativa. Outro estudo sobre a biorremediacdo de
diuron foi conduzido por Batisson et al. (2007) em que duas linhagens bacterianas
foram isoladas a partir de amostras de agua corrente do Rio Jauron (Puy-de-Déme,
France) e posteriormente analisadas, Pseudomonas sp. e Stenotrophomonas sp.
que durante as primeiras 24h de incubac&o na presenca do herbicida mostraram
uma porcentagem de degradacdo da ordem de 25% a 60% para Pseudomonas sp.,
e de 20% a 65% para Stenotrophomonas sp..

O s-metolachlor [2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-(2-metoxi-metietil)acetamina]
€ um herbicida representante da classe cloroacetanilida, comercializado como Dual
Gold®. E um herbicida utilizado para o controle de plantas daninhas em pré-

emergéncia, com mecanismo de inibicdo da divisao celular e biossintese de diversos
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componentes tais como lipidios, proteinas, isoprendides e flavondides
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Este xenobi6tico é aplicado nas cultura de cana-
de-acucar, milho e soja, apresentando alta mobilidade, alta toxicidade-classe |,
adsorcdo moderada, possibilidade de sofrer lixiviagcdo e possivel carcinogénico
humano. O s-metolachlor apresenta degradacdo essencialmente microbiana, sendo
a principal via de dissipagdo deste no solo (MARTINS, 2007). Martins (2007)
analisou a relacéo entre a toxicidade do herbicida s-metolachlor e a resposta do
sistema antioxidante em trés bactérias isoladas de solo agricola, comprovando que
este herbicida gerou estresse oxidativo nas espécies ndo cultivada, Klebsiella sp. e
Enterobacter cloacae, principalmente na maior concentracdo testada (340mM). Em
seguida, todas as bactérias apresentaram inducdo da atividade das enzimas
catalase e superoxido desmutase na concentracdo de 34mM do herbicida, portanto,
a concentracao de 340mM de s-metolachlor é tdxica para as trés espécies, inibindo
a atividade das enzimas antioxidantes.

O herbicida mesotrione pertence ao grupo quimico das tricetonas e atua
sobre as plantas daninhas inibindo a biossintese de carotendides através da
interferéncia da atividade da p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (p-HPPD) nos
cloroplastos, com posterior geracdo de estresse oxidativo, que destréi as
membranas das células, levando a planta a morte. O caroteno € um pigmento das
plantas responsavel pela protecédo da clorofila contra a foto-oxidacdo; portanto, as
plantas suscetiveis tém como sintomatologia o albinismo ou “branqueamento” dos
tecidos fotossintéticos. O mesotrione é absorvido pelas folhas e pelas raizes com
translocacdo apossimpatica. O milho € tolerante ao mesotrione devido a sua
capacidade de metabolizar rapidamente o herbicida, produzindo metabdlitos sem

atividade, o que nao ocorre nas plantas daninhas (MCCURDY et al., 2008).

1.5. CARACTERIZACAO DO HERBICIDA MESOTRIONE

O herbicida mesotrione 2-(4-mesil-2-nitrobenzoil) ciclo-hexano-1,3-diona
(Figura 1), fabricado pela Syngenta Prote¢&o de Cultivos Ltda, registrado na Europa
em 2000 e nos Estados Unidos em 2001, é comercialmente conhecido com o nhome

de Callisto®. E um herbicida seletivo, pertencente ao grupo quimico das tricetonas
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com acgdo sistémica, indicado para o controle pés-emergente das plantas daninhas
nas culturas de milho e cana-de-agucar (ALFERNESS; WIEBE, 2002).

O O NO,

0 SO,CH,

Figura 1: Férmula estrutural do herbicida mesotrione [2-(4-mesil-2-nitrobenzoil) ciclo-hexano-
1,3-diona] (Fonte: MITCHELL et al., 2001).

O mesotrione € derivado quimicamente de uma fitotoxina natural produzida
pela planta escova-de-garrafa Callistemon citrinus (MITCHELL et al.,, 2001). Do
composto natural (leptospermone) foram produzidos analogos, dos quais resultou a
molécula do mesotrione (Figura 2), com atividade 100 vezes maior (HUGIE et al.,

2008).
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Figura 2: Passos da otimizacdo do leptospermone para mesotrione (Fonte: CORNES,
2005)
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A acao deste herbicida consiste na inibicdo da biossintese de carotendides
pela interferéncia na enzima p-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (p-HPPD). Esta
enzima é um componente da via biossintética que converte a tirosina em
plastoquinona e a-tocoferol, consequentemente, quando a p-HPPD é€ inibida e deixa
de produzir plastoquinona, leva a um esgotamento dos carotendides,
proporcionando um branqueamento das folhas (MITCHELL et al.,, 2001). Os
sintomas fitotoxicos observados envolvem o branqueamento das plantas sensiveis
com posterior necrose e morte dos tecidos vegetais em cerca de 1 a 2 semanas
(FELIX et al., 2006). Segundo informacées do fabricante (SYNGENTA PROTECAO
DE CULTIVOS LTDA.), o mesotrione pertence a classe toxicolégica Il —
medianamente toxico sendo perigoso ao meio ambiente (periculosidade ambiental
classe lll), altamente mével, apresentando alto potencial de deslocamento no solo,

podendo atingir, principalmente, aguas subterréaneas.

1.5.1. METABOLISMO DE BIOTRANSFORMACAO DO MESOTRIONE

Segundo Rodrigues e Almeida (2005), o herbicida mesotrione €é rapidamente
degradado pelos microrganismos. Através do estudo de Alferness e Wiebe (2002)
foram detectados dois produtos da degradacg&o do herbicida mesotrione no solo e na
agua, o AMBA (&cidoamino-4-metilsulfonil-benz6ico) e o MNBA (acido 4-

metilsulfonil-2-nitrobenzdico) (Figura 3 ).

o) NO2
HO
/S/O
y ~
4 CH3
MNBA
(&cido 2-amino-4-metilsulfonil-benzéico) (&cido 4-metilsulfonil-2-nitrobenzdico)

Figura 3: Formula estrutural dos principais produtos da degradacdo do herbicida mesotrione
(Fonte: Alferness e Wiebe, 2002).
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O trabalho de Durand et al. (2006) comprovou a biodegradacdo do herbicida
mesotrione realizada pela bactéria Bacillus sp. 3B6 com a geracdo dos metabdlitos
AMBA e MNBA.

Oxigenacdo é o mais freqlente passo da biotransformacéo de pesticidas ou
outros xenobidticos organicos. Muitas destas reacdes sdo mediadas por enzimas
oxidativas como citocromo P-450 e peroxidases (EERD et al., 2003).

1.6. BIORREMEDIACAO

Os agrotoxicos sdo compostos quimicos organicos, em sua maioria sintéticos,
formulados para controlar ou erradicar de maneira geralmente seletiva, plantas,
animais e insetos considerados daninhos em uma cultura agricola ou criacdo animal.
Esses compostos possuem toxicidade seletiva para grupos de organismos
especificos, mas também podem ser toxicos para espécies ndo-alvo e apresentar
efeito acumulativo ao longo da cadeia alimentar. A0 mesmo tempo em que O
emprego de agrotoxicos trouxe beneficios para a populacéo, colaborou também para
ampliar um problema ambiental, ou seja, a poluicdo (TOMAZ, 2003).

Recentemente, muitos estudos buscam novas tecnologias e métodos que ao
menos removam parcialmente os poluentes ambientais. Dentre estes métodos, 0s
estudos de biodegradacdo de herbicidas, bem como a posterior aplicagcdo na
biorremediacdo de ambientes contaminados por agroquimicos, constituem-se num

dos campos mais promissores da biotecnologia atual (CARVALHO, 2007).

1.6.1. BIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS

Segundo Moreira; Siqueira (2002), a biorremediacdo é fundamentada nos
processos de degradacdo microbiana e reacfes quimicas, combinadas com
processos de engenharia, criando condi¢cdes para maximizar as transformacdes dos
contaminantes organicos do solo. As técnicas de biorremediacdo envolvem
variagbes de tratamentos “in situ” (no local) e “ex situ” (fora do local) que podem

envolver algumas estratégias (Tabela 1).



26

Tabela 1. Tipos e estratégias para biorremediacdo do solo (Fonte: MOREIRA; SIQUEIRA, 2002)

Biorremediacgao Fundamentos e definigdes

Passiva Consiste na degradacéo intrinseca ou
natural pelos microrganismos nativos

do solo

Bioestimulada Consiste na adicdo de nutrientes,
como N e P, para estimular os

microrganismos nativos

Bioventilacao E uma forma de bioestimulagcdo por
meio da adicdo de gases estimulantes
como O, e CHy; para aumentar a

atividade microbiana decompositora

Bioaumentagao E a inoculacdo do local contaminado
com microrganismos selecionados

para degradacdo do contaminante

“Landfarming” E a aplicagdo de contaminantes ou
rejeitos contaminados na superficie do
solo nao contaminado para
degradacdo. O solo é arado e
gradeado para promover a mistura

uniforme do contaminante e aeracao

Compostagem E o wuso de microrganismos
termofilicos  aerébios em  pilhas
construidas para degradar 0

contaminante
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1.6.1.1. BIOAUMENTAGCAO

A bioaumentacdo é a inoculagdo de um lugar contaminado com
microrganismos para facilitar a biodegradacdo. Bactérias sdo 0s organismos
comumente usados para esta finalidade. Uma U(nica espécie ou um grupo
(consorcio) de microrganismos pode ser responsavel pela biodegradacdo (SYLVIA
et al., 2005). Este processo tem sido muito estudado para vérios herbicidas,
hidrocarbonetos clorados e carbamatos através do emprego de populacbes nativas
aclimatadas, isolados selecionados e até mesmo microrganismos transgénicos
contendo plasmideos degradadores. Para isto, recorre-se a populacdes aclimatadas
através de mutacdo direta ou transformacao genética, para degradacdo acelerada
de determinado composto. A bioaumenta¢do € mais apropriada para tratamentos de
contaminantes muito recalcitrantes, em contaminacdes recentes e onde se pretende
aplicar a degradacéao acelerada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

1.7. BIORREMEDIACAO DO HERBICIDA MESOTRIONE

A partir da introducdo do herbicida Callisto® no mercado, (em 2000 na
Europa e em 2001 nos EUA pela Syngenta Protecdo de Cultivos Ltda), despertou-se
0 interesse pela pesquisa, por ser um composto novo no mercado mundial, e por ser
um herbicida utilizado na cultura de milho, um dos cereais mais cultivados
mundialmente. Estudos sobre o seu modo de acdo no ambiente, seus produtos de
degradacéo e linhagens capazes de metabolizar e consequentemente biodegradar o
mesotrione foram conduzidos por diversos autores.

O primeiro estudo realizado com o herbicida mesotrione foi conduzido por
Mitchell et al. (2001). Neste estudo objetivou-se estudar a origem do mesotrione
através da optimizacdo quimica, relatar os fatores que afetam sua bioeficacia e
provar que a tolerancia do milho pelo mesotrione € devida a sua capacidade de
metabolizar rapidamente o herbicida.

Em seguida, Alferness; Wiebe (2002) desenvolveram métodos de analise com
deteccdo por (RPHPLC) cromatografia liquida de alta performance de fase reversa

com deteccdo de fluorescéncia, para determinar 0s niveis de mesotrione e
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metabdlitos como o AMBA e MNBA, que podem ser encontrados no solo e na 4gua
apos a utilizacdo deste herbicida nas culturas.

O trabalho de Durand et al. (2006) foi o primeiro registro de estudo sobre a
historia da biodegradacdo do herbicida mesotrione. O objetivo principal do seu
trabalho foi encontrar e caracterizar fungos ou bactérias isolados de 4gua suja com
capacidade de metabolizar, ou seja, biodegradar o herbicida em questdo. Neste
trabalho, foram isoladas 22 linhagens fungicas e 40 linhagens bacterianas. Apenas
uma linhagem bacteriana mostrou capacidade de biotransformar, ou seja,
biodegradar o herbicida. Esta linhagem, identificada por rDNA 16S como sendo do
género Bacillus sp. recebeu o nome de Bacillus sp. 3B6. A degradacado do herbicida
pela bactéria foi monitorada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
onde obteve-se como resultado a biotransformacdo completa do herbicida
mesotrione na concentracdo de 5 mmol I*. O AMBA (acido 2-amino-4-metilsulfonil-
benzéico) foi identificado como um dos metabdlitos produzidos em maior
guantidade.

Outro estudo de grande importancia na degradacdo do mesotrione foi
documentado por Batisson et al. (2009). Foram isoladas duas linhagens bacterianas
de solo e posteriormente identificadas por analise de rDNA 16S. As regides
analisadas foram em seguida seqguenciadas confirmando se tratarem das espécies
Bacillus sp. e Arthrobacter sp.. As duas linhagens foram analisadas por HPLC, mas
apenas a linhagem Bacillus sp. mostrou-se capaz de biodegradar rapidamente e

totalmente o herbicida. Dentre os varios metabolitos formados, o AMBA foi um deles.

1.8. SISTEMA ANTIOXIDANTE

Os organismos aerébicos usam oxigénio molecular (O;) na respiragdo ou na
oxidacdo de nutrientes para obtencdo de energia. Durante 0s processos
metabalicos, o O, é reduzido por univaléncia, através de reacdes sequenciais, que
podem ocasionar a formacao das espécies ativas de oxigénio (EAOs) (CABISCOL et
al., 2000).

Os produtos do metabolismo aerdbico sao altamente reativos, como Radical
Superoxido (02°), Peroxido de Hidrogénio (H.O2) e o Radical Hidroxila (OHY). O

aumento na concentracdo de EAOs para niveis que excedem a capacidade de
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defesa celular caracteriza o0 estresse oxidativo. Os alvos bioldgicos da alta
reatividade das EAOs sdo DNA, RNA, proteinas e lipidios (MARTINS, 2007).

Para minimizar estes efeitos danosos resultantes da acdo dessas espécies,
0S organismos aerobios desenvolveram mecanismos capazes de combater a
producéo de EAOs, denominado de sistema antioxidante de defesa, o qual pode ser
dividido em n&o-enzimatico e enzimatico. As defesas ndo-enzimaticas incluem
compostos com propriedade intrinseca antioxidante, como o (-caroteno, a-tocoferol
(vitamina E), glutationa reduzida (GSH) e acido ascorbico, NADPH e NADH,
moléculas que ajudam a manter o ambiente redutor. J& 0os mecanismos enzimaticos
envolvem a superoxido dismutase, catalase, peroxidases, glutationa redutase e
outras (CARVALHO, 2007).

1.8.1. SISTEMA ANTIOXIDANTE EM BACTERIAS

Em resposta ao contato com herbicidas, os microrganismos podem
apresentar uma inducdo positiva na atividade de algumas enzimas antioxidantes
como SOD e CAT, ou mesmo podem apresentar novas isoformas, como em
Escherichia coli, tratada com o agroquimico quinclorac (LU et al., 2004). As bactérias
apresentam dois sistemas distintos de resposta ao estresse. A resposta ao peroxido
de hidrogénio (H,0O,) é mediada pelo ativador transcricional denominado OxyR; ja a
resposta ao radical superoxido (O2") é controlada pelo sistema SoxRS, também
denominado de regulon. Ambos 0s mecanismos estdo presentes nestes
microrganismos, porém estdo inativados em situagbes “néo-estressantes”. O gene
OoXyR controla, entre outros, os genes que codificam para catalase, glutaredoxina e
glutationa redutase. Pode estar na forma reduzida ou oxidada, sendo que somente a
forma oxidada ativa a transcricdo. O regulon SoxRS contém cerca de dez genes,
incluindo o gene de Mn-SOD e endonuclease IV, sendo a ultima, componente do
sistema de reparo do DNA. A ativagédo destes sistemas aumenta a resisténcia celular
aos agentes oxidativos (CABISCOL et al., 2000)
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1.8.2. CATALASE (CAT)

A catalase é uma enzima tetramérica que contém grupos heme encontrada
em todos o0s organismos aerobicos. A catalase esta, amplamente, mas nao
exclusivamente, localizada nos peroxissomos, onde muitas enzimas produtoras de
H,O, residem. Devido a sua ampla distribuicdo, conservacao evolutiva, bem como a
capacidade de degradar rapidamente o perdxido de hidrogénio, a catalase
desempenha um papel importante em sistemas que tenham evoluido para a vida
dos organismos vivos em ambientes aerdbios. A CAT é um dos mais ativos
catalizadores produzidos pela natureza (SCANDALIOS, 2005).

Catalases-peroxidases (CP) exibem ambas as atividades catalitica e
peroxidativa, ou seja, decompdem o H,O, em &gua e oxigénio, reduzindo o peroxido

em agua utilizando redutores intracelulares (PAASARDI et al., 2007).

CAT
2 Hx0, — H0 + O

Figura 4. Decomposi¢cdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio pela enzima

catalase.

Escherichia coli e outras espécies de bactérias expressam uma catalase-
peroxidase bifuncional, denominada de hidroperoxidase | (HPI e KatG). A HPI é uma
das duas enzimas com atividade catalitica, sendo a segunda (HPIl e Kat E) uma

catalase monofuncional (HILLAR et al., 1999).

1.8.3. SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A Superdxido dismutase € uma enzima que esta presente em organismos
aerdbios e anaerodbios facultativos, atuando na desintoxicagdo do radical superéxido

(0,7 via reacdo de dismutacdo, gerando peroxido de hidrogénio (H.0,) e O,. E a
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primeira enzima que age contra danos provocados por EAOs nas células, tendo sua
atividade correlacionada com mecanismos de sobrevivéncia a herbicidas (MARTINS,
2007).

SOD

)

O + O + 2H™ 0; + H;0,

Figura 5: Formac&o do oxigénio e de peroxido de hidrogénio a partir de dois radicais
superoxido pela enzima superéxido dismutase.

As SODs sdo metaloenzimas multiméricas, e sao distinguidas por seu cofator
metal e sua localizacdo celular (KEITH; VALVANO, 2007). Sao classificadas em
quatro grupos de acordo com o metal de seu sitio ativo: cobre/zinco (Cu/Zn),
manganés (Mn) ou ferro (Fe) e niquel (Ni). Cu/Zn-SODs sé&o geralmente encontradas
no citosol de células eucaridticas e em cloroplastos. As Mn-SODs sao encontradas
em procariotos e mitocdndrias. As Fe-SODs sdo encontradas em procariotos, em
algas, e em cloroplastos de algumas plantas superiores (SCANDALIOS, 2005).

Duas SODs tém sido descritas em Escherichia coli: uma Fe-SOD, cuja
expressdo é modulada por niveis intracelulares de ferro, e a Mn-SOD, enzima
predominante durante o crescimento aerobico, cuja expressao € transcricionalmente
regulada por no minimo seis sistemas de controle. Uma terceira atividade de SOD,
com propriedades semelhantes a Cu/Zn-SOD eucarittica, tem sido encontrada no
espaco periplasmatico desta bactéria (CABISCOL et al., 2000).

A importancia biolégica do Mn-SOD ¢é demonstrada quando ocorre a
inativacdo de seus genes em Escherichia coli, o que acarreta no aumento da
freqiéncia de mutacdes nesses microrganismos sob circunstancias aerobicas
(MATES, 2000).
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1.8.4. GLUTATIONA REDUTASE (GR)

A Glutationa reduzida (GSH) é membro da familia de flavoproteinas
oxiredutases, sua estrutura é constituida por um grupo prostético flavina adenina
dinucleotidio (FAD), transferidor de elétrons que catalisa a reducdo dependente de
NADPH da glutationa oxidada (GSSG) para glutationa reduzida (GSH) (CARVALHO,
2007).

NADPH + NADP-

\ U 4

GR
GSSG - (S

Figura 6: Formacéo da glutationa reduzida a partir de glutationa oxidada pela enzima

glutationa redutase.

A enzima GR é de ocorréncia quase universal, sendo amplamente distribuida
entre procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotréficas e fotossintetizantes até
plantas e animais superiores (NOCTOR et al., 2002).

A expressao da glutationa redutase é feita através do gene gor, sendo que a
regulacdo é através do fator transcricional OxyR (MASIP et al., 2006). Em E. coli, o
gene gor também estd sob controle independente de oxyR por uma subunidade
alternativa 0 de RNA polimerase (RpoS), a qual é regulada por varios agentes
estressantes, 0 que envolve a GR em um circuito regulatorio global de adaptacao
bacteriana a varias condicdes de estresse (SMIRNOVA; OKITABRSBY, 2005).

Esta enzima catalisa a desintoxicagdo do metabolismo causado por
xenobiéticos, drogas, luz U.V., metais pesados e carcinogénicos, protegendo assim
as células do estresse oxidativo. Quando estes compostos sdo metabolizados,

ocorre a geracao de superoxido e eletréfilos, que se forem acumulados nas células
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causam danos no DNA, membrana, mutagenicidade, envelhecimento prematuro e
morte (CARVALHO, 2007).

1.9. POLIMORFISMOS

As isoenzimas sdo variantes moleculares (polimorfismos) da mesma enzima,
que podem ocorrer em uma mesma espécie ou género, como resultado da
ocorréncia de diferentes alelos codificando para essa mesma enzima. Estas
variantes moleculares da mesma enzima sdo detectadas pelos seus diferentes
padrdes de migracdo em eletroforese em gel de amido.

Grande numero de estudos experimentais estdo sendo realizados para
analisar a evolucdo dos polimorfismos genéticos em populacdes bacterianas. Alguns
estudos revelaram que a selecdo de polimorfismos podem aparecer e estes se
manterem presentes em populacées bacterianas crescentes em um Unico recurso
(ROZEN; LENSKI, 2000).

Porcher et al. (2001) simularam em seu trabalho a evolucdo de uma
populacdo bacteriana de solo submetidas a poluicdo, ambiente este caracterizado
por um influxo constante de um composto organico biodegradavel, como por
exemplo, um xenobidtico. Eles mostraram que em situacdes de alta concorréncia por
nutrientes estas espécies bacterianas apresentaram um polimorfismo enzimatico
estavel. CondicBes estressantes como baixa concentracdo de nutrientes induzem
microrganismos a expressar novas isoenzimas para minimizar e reparar danos
causados por espécies reativas de oxigénio (EAOs). As principais consequéncias do
aumento dos niveis de EAOs nas células bacterianas seria um aumento na
producdo de capsulas, ativagdo de genes de defesa, ativagdo ou inativacdo de
proteinas, peroxidacéao lipidica, destruicdo de proteinas e DNA, e consequentemente
inducdo de morte celular ou mutacdes benéficas, como genes selecionados com

funcdo biodegradadora e bem adaptados a ambientes estressantes.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

1. Isolar, caracterizar, selecionar e comparar microrganismos tolerantes ao
mesotrione de solos sem tratamento e previamente tratados com o herbicida

mesotrione e humus com maior potencial de degradacao por espectrofotometria.

2. Avaliar a resposta do sistema antioxidativo gerado pela presenca do
herbicida mesotrione em linhagens bacterianas para as enzimas catalase,

superoéxido dismutase e glutationa redutase.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Foram selecionadas duas espécies bacterianas Gram-negativas,
Acinetobacter calcoaceticus, isolada de solo sem tratamento de mesotrione (SSTM),
e Acinetobacter sp. isolada de solo com tratamento de mesotrione (SCTM), da

Fazenda Escola Capao da Onca da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

3.2. MATERIAL QUIMICO

O herbicida mesotrione foi adquirido pela Fazenda Escola Capéo da Onca da
Universidade Estadual de Ponta Grossa sob nome comercial Callisto® (480g/L). A
base para sua diluicdo e concentragdo em meio de cultura foi realizada de acordo
com as especificacbes do produto para utilizagcdo em campo, como preparo da calda
(0,15L/99,85L) e volume por hectare (150 mL/ha).

Foram realizados trés ensaios: a) meio controle sem herbicida; b) meio com
concentracdo utilizada em campo (0,03mM); e ¢) meio com concentracdo 500x
superior a de campo (15mM).

3.3. MEIOS DE CULTURA

3.3.1. Meio Mineral (MM)
Segundo RUEGGER e TAUK-TORNISIELO (2004), com modificacdes:
Tampao Fosfato (item 3.5.)
3g de NaNO3
0,5g de MgSO,
0,5g de KCI
0,01g de FeSOq,
15g de Agar
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O agar foi acrescentado apds verificagdo do pH, e completado com agua
destilada para 1000 mL. Ao MM estéril foi acrescentado 0,03 mM (20uL) de

mesotrione (primeira concentracao).

3.3.2. Caldo Nutriente (Himedia®)
Foi preparado seguindo as especificagdes do fabricante.

3.3.3. Agar de Batata e Dextrose (Acumedia®)
Foi preparado seguindo as especificacbes do fabricante.

3.3.4. Meio Agar MacConkey (Acumedia®)

Foi preparado seguindo as especificacfes do fabricante.

3.3.5. Meio Agar Nutriente (Himedia®)

Foi preparado seguindo as especificacfes do fabricante.

3.3.6. Meio Agar Saboraud - 4% Glucose (Merck®)
Foi preparado seguindo as especificacbes do fabricante.

Obs.: Todos os meios de cultura foram autoclavados antes do uso, a 120°C, 1

atm, por 20 minutos.

3. 4. SOLUCOES E TAMPOES

3.4.1. Solucéao de Cristal Violeta
Cristal VIOIBTa. ... 19
AQUA AESHIATA. ...t 100 mL

3.4.2. Solugéo de Lugol

100 MELANICO......coi ittt 1lg
(ToTo (= (ol e [ oT0) 7= T1S] (o J RS TRRT 29

o U E= o L= 1= L= VR 300 mL



3.4.3. Solucéo de Alcool-Acetona
50% de Alcool etilico
50% de Acetona

Para uma solucéo de 100 mL

3.4.4. Solucao de Safranina

SaAITANINAL ... ————————— 0,59
AICOOI 95%0......vveieiiieeeeieee ettt 10 mL
AgUa deStIlA0A. ..........coveeeeeeeeeeceeeee e 100 mL

3.4.5. Solucao Acrilamida/bis-acrilamida 40%
ACTHAMITA. ...t e e e e e e e e e 40 mg
AQUA Mill-Q ..o 100 mL

3.4.6. Solucao Salina 0,9%

A solugéo foi autoclavada e estocada a 4°C.

3.4.7. Tampéao de Corrida (5x) (pH 8,3)

THS (25 MM) . 15,29
GliciNA (192 MM)..eiiiiieii i 729
AGUA Milli=Q ..ot 1000 mL

Adicionar 1% de SDS 10% ao tamp&o na hora do uso.

3.4.8. Tampao do Gel Principal (pH 8,9)
THIS (BM) e 36,39
Agua Milli-Q....oeeeeeeee e, 100 mL
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3.4.9. Tampéo do Gel de Empacotamento (pH 6,7)
TS (0,5M).. e
Agua Milli=Q.......oeeeeiiee et

3.5. Tampéo para Meio Mineral (MM)
Tampéao fosfato de potassio 1M (pH 7,0):
A - KH,PO, - 27,2g em 1L de a4gua destilada
B - K;HPO,_45,6g em 1L de agua destilada

Utilizar 39 mL da solucéo A e 61 mL da solugéo B

3.5.1. Tampé&o para Extracéo de Proteinas
Tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5):
1mM de EDTA
3 mMde DTT
4% (p/v) de PVPP

38



39

3.6. METODOLOGIAS

3.6.1. COLETA DAS AMOSTRAS DE SOLO

O solo foi coletado na Fazenda-Escola Capao da Onca da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG) (Figura 7), enquanto o humus foi adquirido em
casas de comércio.

As amostras foram coletadas de plantagcbes de milho em duas glebas
(longitude: 50 °© 03'W, latitude: 25 ° 05'S; altitude média: 1.000 m), uma de solo sem
tratamento com mesotrione (SSTM), no dia 13/11/2007 no periodo da manhg, e a
outra amostra de solo com tratamento de mesotrione (SCTM), no dia 19/02/2008,
no periodo da tarde. Em ambas as coletas, foi utilizado o principio da
aleatoriedade, cada amostra sendo composta por 10 sub-amostras localizadas em
pontos distintos dentro da gleba, totalizando aproximadamente 10 g de solo

coletados por amostra.

Coleta das amostras de zolo

C1: Coleta 88TM (gleba n™ 12)
C2: Coleta SCTM (gleba n® 6)

Figura 7: Mapa da Fazenda-Escola Capdo da Onca da Universidade Estadual de Ponta

Grossa
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3.6.2. ISOLAMENTO DAS LINHAGENS

Em laboratério foi realizada a homogeneizacdo das sub-amostras para
composicdo de uma amostra representativa do solo coletado. A partir desta
amostra, foi realizada a pesagem asséptica, separando-se 1 g de material, e
posteriormente submetido a diluicdo seriada. Foram semeados 100uL das
diluicdes 107,102 e 10° em tréplicas em placas de Petri em MM (Meio Mineral)
com 0,03 mM de mesotrione e incubadas a 18 C e 28°C. Linhagens isoladas foram
estocadas em frascos com meio mineral (MM) (item 3.3.1) sélido contendo 0,03

mM de mesotrione.

3.6.3. SELECAO DAS LINHAGENS TOLERANTES AO MESOTRIONE

A selecdo das linhagens tolerantes ao herbicida mesotrione foi realizada
utilizando concentracdes crescentes do herbicida, sempre selecionando os
microrganismos de crescimento mais vigoroso. No teste realizado a partir de
hamus, ao MM estéril foi acrescentado para o teste de primeira concentracdo 0,03
mM de mesotrione. Linhagens isoladas a partir deste meio foram estocadas em
frascos com MM sdélido mais 0,03 mM de mesotrione. Este processo se repetiu até
a concentragdo maxima (15 mM) de tolerancia dos microrganismos ao mesotrione,

sempre selecionando as linhagens de crescimento mais vigoroso.
3.6.7. ESTOCAGEM DAS LINHAGENS
3.6.7.1. ESTOQUE DE REPLICAS CONTINUAS
Durante a realizacdo da avaliagdo de tolerancia, as linhagens foram
estocadas em frascos com MM na concentragdo de 0,03 mM de mesotrione e em

frascos com Agar nutriente para as bactérias, e Agar Sabouraud Dextrose e Agar

Batata Dextrose para os fungos.
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3.6.7.2. ESTOQUE A LONGO PRAZO

Posteriormente a avaliacdo de tolerancia, as linhagens selecionadas foram
estocadas em papel de filtro, em tréplicas, em duas temperaturas, ao freezer (-
20°C e 4°C). Com relagcdo as linhagens fangicas, foi realizado adicionalmente
estoque em tubos com agua destilada esterilizada (CASTELLANI, 1939).

3.6.8. AVALIACAO DA TEMPERATURA OTIMA DE CRESCIMENTO DAS
LINHAGENS TOLERANTES

Foram realizados testes de temperatura 6tima de crescimento com as
linhagens que obtiveram os maiores niveis de resisténcia e ou tolerancia ao
herbicida. Foram utilizadas as temperaturas de 18°C, 28°C e 37°C. As linhagens
foram inoculadas em placas de Petri contendo meio Agar nutriente para as
bactérias e Agar Batata Dextrose para os fungos, analisando em qual temperatura

as linhagens apresentavam crescimento mais vigoroso.

3.6.9. IDENTIFICACAO DAS LINHAGENS RESISTENTE E TOLERANTE AO
HERBICIDA

As 10 linhagens bacterianas foram identificadas primeiramente pelos
meétodos da coloracdo de Gram e coloracdo de capsulas; posteriormente, foram
utilizados kits para a identificacdo bioquimica para fermentadores (Laborclin),
apenas para as duas linhagens selecionadas para maior estudo, sendo
identificadas como Acinetobacter calcoaceticus e Acinetobacter sp..

As linhagens fungicas foram identificadas por microcultivo e posteriormente

caracterizadas morfologicamente por manual de identificagao.
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3.7. SISTEMA ANTIOXIDANTE

3.7.1. TESTE DE CRESCIMENTO COM AS LINHAGENS RESISTENTE E
TOLERANTE AO MESOTRIONE

O experimento foi composto por trés tratamentos para a bactéria
Acinetobacter calcoaceticus: controle (meio Agar nutriente, sem herbicida), e meio
mineral com tratamento 0,03 mM de mesotrione e com tratamento de 15 mM de
mesotrione. Para a analise com a bactéria Acinetobacter sp. foram utilizados o
controle e o tratamento com 0,03 mM de mesotrione devido a Ultima tolerar apenas
a concentracdo de campo.

Cada tratamento foi composto de quatro parcelas e cada parcela formada
por seis placas de Petri, sendo o experimento avaliado através de um delineamento
em blocos casualizados.

As linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp.foram inoculadas e
posteriormente incubadas em estufa de crescimento a 28°C até atingirem a fase
logaritimica de crescimento, (LOG tardia), que para a bactéria A. calcoaceticus foi

del6 horas, e para Acinetobacter sp. foi de 36 horas.

3.7.2. EXTRACAO DE PROTEINAS

As amostras foram coletadas por meio da raspagem de seis placas (uma
parcela) com auxilio de espatulas e colocadas em um mortar, adicionado-se
nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram maceradas até formar um po fino
e posteriormente, foi adicionado o tampao de extracéo (item 3.5.1). O procedimento
foi realizado a temperatura de 4°C.

O material foi homogeneizado em tamp&o de extracdo (item 3.5.1.) na
proporcao de 1g de amostra/ 4 mL de tampéo, e centrifugado a 12100 g por 30 min.
a 4°C. O sobrenadante foi coletado e dividido em aliquotas para serem estocadas

em freezer a -80°C até o momento das analises (GOMES JR et al., 2007).
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3.7.2.1. DETERMINACAO DAS PROTEINAS

Foi utilizado o método de Bradford (1976) para a determinacdo da
concentracdo de proteinas totais, utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”)

como padréo.

3.7.2.2. VARIACOES NOS PADROES PROTEICOS

As proteinas das amostras bacterianas foram inicialmente separadas por
eletroforese em sistema desnaturante, utilizando o sistema SDS-PAGE (AZEVEDO
et al., 1998).

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE € empregada em estudos de
proteinas, o qual utiliza um agente dissociante para desnatura-las em subunidades.
O agente dissociante comumente utilizado é o detergente i6nico dodecil sulfato de
sédio (SDS). A mistura de proteina com o tampdo da amostra € aquecida para
ocorrer a quebra de ligacdes dissulfeto.

SDS-PAGE - Para confeccédo dos géis desnaturantes (10% poliacrilamida)
foi utilizado o seguinte protocolo:

Primeiro gel (de resolucédo): 5,0 mL de uma solucdo 40% de acrilamida/bis-
acrilamida (Sigma), 5 mL de Tampéao TRIS 2,9 M, pH 8,9, 200 uL de SDS (10%) e
10,0 mL de agua Milli-Q. Como catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) e 50 uL de persulfato de aménia (1%).

Gel superior (de empilhamento): apds a polimerizacédo do gel de resolucéao,
foi adicionada uma solugdo composta por 1 mL da solugcédo 40% de acriamida/bis-
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampéo TRIS 500 mM, pH 6,8, 100 pL de SDS
(10%) e 5,5 mL de agua destilada. Para a polimerizagao foram utilizados 20 uL de
TEMED e 100 uL de persulfato de aménio (1%).

Apos polimerizagao, foram aplicados aos géis de SDS-PAGE os volumes das
amostras correspondentes a concentracdo de 20 pg de proteina. O volume da
amostra foi aplicado juntamente com o tampao de amostra (3,0 mL de H,O

destilada, 1,0 mL de tampao de empacotamento, 1,6 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS
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(10%), 0,4 mL de solugdo 0,5% de azul de bromofenol e 0,4 mL de
mercaptoetanol), na proporcéo de 1:1.

As condi¢des gerais de corrida foram definidas nos ensaios preliminares para
obtencdo de géis com alta resolucdo. Os géis foram corridos a uma corrente
constante de 15 mA por placa, com tampao de eletrodo constituido por TRIS 250
mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de glicina e 1% de SDS (10%).

Posteriormente, os géis foram corados com Comassie-Blue e

fotodocumentados pelo programa Image scanner — (Amershan Bioscience).

3.7.3. ATIVIDADES DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

As enzimas que tiveram a atividade analisada foram catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e glutationa redutase (GR). As andlises foram
realizadas por atividade em géis ndo deshaturantes e por espectrofotometria ,
dependendo da enzima e de acordo com sua descricao.

Para confec¢cdo dos géis ndo desnaturantes (12% poliacrilamida) foi utilizado
0 mesmo protocolo para todas as enzimas (AZEVEDO et al., 1998):

Primeiro gel (de resolucado): 6,0 mL de uma solucdo 40% de acrilamida/bis-
acrilamida (Sigma), 5 mL de Tampdo TRIS 2,9 M, pH 8,9 e 9,0 mL de agua
destilada. Como catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED e 50 pL de
persulfato de amonia (1%).

Gel superior (de empilhamento): apds a polimerizacdo do gel de resolucéo,
foi adicionado uma solugdo composta por 1 mL da solucédo 40% de acriamida/bis-
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampao TRIS 500 mM, pH 6,8 e 5,5 mL de agua
destilada. Para a polimerizagdo foram utilizados 20 uL de TEMED e 100 pL de
persulfato de amoénio (1%). O tampao de eletrodo para corrida do gel nédo
desnaturante foi constituido por TRIS 250mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de
glicina.
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3.7.3.1. ATIVIDADE DA CATALASE - CAT

A atividade da CAT foi determinada por meio de dois métodos: por

espectrofotometria (aparelho Perkin Elmer, Lambda 40) e em PAGE.

3.7.3.1.1. ATIVIDADE EM ESPECTROFOTOMETRO

A atividade de CAT foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995),
com modificagbes conforme Azevedo et al. (1998).

A temperatura de 25°C, a atividade foi determinada utilizando uma solucéo
de reacdo formada por 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e
0,025 mL de peroxido de hidrogénio (25%), preparada no momento do ensaio.

A reacdo foi iniciada com 25 uL de extrato protéico, e a atividade
determinada por meio da decomposicédo de peroxido de hidrogénio, monitorada por
1 min. de acordo com alteracdes na absorbancia a 240 nm Os resultados foram

expressos em umol/min./mg de proteina para o meio.

3.7.3.1.2. ATIVIDADE EM PAGE NAO DESNATURANTE

Para a determinacdo da atividade de CAT em PAGE, as amostras das
culturas bacterianas tiveram suas proteinas separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%), como ja descrito.

A eletroforese foi realizada a 4°C e a corrente constante utilizada por placa
foi de 15 mA. Para cada gel foram aplicadas amostras de padrdao de CAT de figado
de boi (2 unidades) e 20 pg de proteina dos extratos das amostras.

Revelacdo: apds aproximadamente 9 horas de corrida, foi realizada a
lavagem do gel por 45 minutos em agua deionizada (3 lavagens de 15 minutos) e
incubacdo do mesmo por 10 minutos em solugcéo de H,0O, 0,003%, a temperatura
ambiente, com agitacdo suave e constante. Apés este periodo, o gel foi
rapidamente lavado em agua deionizada e colocado por 10 minutos em uma
solucéo de FeCl; 1% (p/v) e KoFe(CNg) 1% (p/v) sempre com agitacdo suave. Em

seguida, a solucao foi retirada e o gel lavado novamente com agua destilada. A
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fixacdo foi realizada com uma solugdo de acido acético (7%) por 15 minutos e em
seguida os géis foram fotodocumentados.

3.7.3.2. ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE -SOD

3.7.3.2.1. ATIVIDADE EM PAGE NAO DESNATURANTE

Foi realizada eletroforese em PAGE nao desnaturante (também conhecido
como nativo) (12%) descrito no item 4.4.5, utilizando como padrdo 2 unidades de
SOD de figado de boi (Sigma). ApGs a separacao das proteinas por eletroforese
(aproximadamente 3 horas de corrida, com corrente constante de 20 mA/placa), a
atividade de SOD foi determinada como descrito por Beauchamp; Fridovic (1971).

Revelacdo: apos corrida, os géis foram enxaguados rapidamente em agua
deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de
reacao contendo 50 mM de tampéo fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético), 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium
(NTT) e 0,3% TEMED.

Ao final de 30 minutos, a mistura de reacdo foi descartada, os géis foram
enxaguados com agua deionizada e colocados sob iluminacdo por alguns minutos
até o aparecimento de bandas brancas e coloracéo do gel.

Esta reacdo propicia a formacdo de uma coloracdo purpura e as bandas
correspondentes a atividade de SOD permanecem sem coloragdo, promovendo
uma revelacdo negativa. A fotoxidacéo foi interrompida mergulhando-se o gel em
uma solucédo de &cido acético 7%, para entdo documentagdo pela Image scanner-

(Amershan Bioscience).

3.7.3.2.2. DETERMINACAO DAS ISOFORMAS DE SOD

O sistema PAGE nativo foi utilizado para identificacdo das isoformas de SOD.
O volume, relativo a concentracdo de proteina, colocado na Unica canaleta
reservada para a amostra, ficou estabelecido como 100 pg para a bactéria

Acinetobacter calcoaceticus e 300 ug para a bactéria Acinetobacter sp.
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A eletroforese ocorreu nas mesmas condi¢cées anteriormente descritas para
SOD. Apés a corrida, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. Uma delas foi
mantida em tampéao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda parte foi tratada
com 100 mL do tampé&o fosfato de potassio contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g
de KCN (Cianeto de Potassio) e a ultima parte foi imersa em uma solugcédo do
referido tampao acrescido de 0,0292 g de EDTA e 70 pL de H,O;, a 30%. Estas
etapas foram realizadas no escuro para prevenir a fotoxidacao.

Os géis permaneceram por 20 minutos nas solucdes, sendo em seguida
lavados ligeiramente com agua destilada e submetidos a revelacdo com NBT e

riboflavina.

3.7.3.3. ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUTASE - GR

A atividade da GR foi determinada pelo método PAGE nao-desnaturante.

A revelacdo para atividade de GR foi determinada como descrito por Lee;
Lee (2000), com uma eletroforese em PAGE nédo-desnaturante (12%) utilizando
como padrdao uma unidade de GR.

O gel foi lavado em agua destilada (2 lavagens de 15minutos) e incubado por
30 minutos a temperatura ambiente, em uma solucao de 0,25 M de TRIS (pH 7.5);
10mg de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-brometo de difeniltetrazol); 10mg DPIP
(dicloroindolacético); 2,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH para um volume final de
solucéo de 50 mL. Depois de descartar esta solucdo, o gel foi lavado rapidamente
em agua deionizada e foi feita a fixacdo em solucdo de acido acético 7%.

Apés o aparecimento das bandas (coloragdo positiva) com cor rosada, a

solucao foi retirada e os géis fotodocumentados.

3.7.4. MEDICAO DO TAMANHO DAS CELULAS DAS LINHAGENS BACTERIANAS
RESISTENTE E TOLERANTE

A linhagem A. calcoaceticus foi cultivada nos tratamentos controle (caldo
nutriente), caldo mineral com 0,03 mM de mesotrione e caldo mineral com 15mM de
mesotrione, e a linhagem Acinetobacter sp. foi cultivada apenas no controle e

tratamento 0,03 mM, depois, foi realizada coloracdo de Gram e posteriormente



48

submetidas a medi¢do. Foram medidos em computador 50 individuos em cada
tratamento no microscopio Olympus BX51P com 82 megapixels de resolucdo pelo
Programa ImageJ 1.37v., posteriormente, realizada a analise estatistica dos dados
obtidos.

3.7.5. ANALISE DA CAPACIDADE BIODEGRADATIVA DAS LINHAGENS
BACTERIANAS POR ESPECTROFOTOMETRIA

As linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. foram cultivadas cada uma
em 200 mL de caldo nutriente em frascos de 500 mL sob agitagdo de 70 rpm em
temperatura de 28°C por 24 h. Quando as linhagens encontravam-se na fase Mid log
foram coletados 150 ml da amostra sendo distribuidos em trés tubos de 50 ml cada.
Posteriomente as amostras foram centrifugadas em 25 rpm por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado primeiramente com 25 mL de
solucdo salina 0,9% e novamente centrifugado. Depois, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com agua destilada e centrifugado. Por ultimo,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado de cada tubo foi transferido para um
frasco de 500 mL contendo 150 ml de agua destilada com 0,01 mM de mesotrione,
sendo o controle (150 mL de agua deslilada + 0,01 mM de mesotrione), para a
linhagem A. calcoaceticus, o precipitado foi transferido para 150 mL de &gua
destilada e 0,01 mM de mesotrione e para a linhagem Acinetobacter sp o0 mesmo
procedimento, todos em triplicata . Essas amostras foram incubadas no shakker, sob
agitacdo de 70 rpm a 28°C por 60 horas. Foram coletadas 12 ml de cada amostra de
12 em 12 horas. Em seguida foram centrifugadas por 30 minutos, transferido o
sobrenadante para outro tubo, este, centrifugado por mais 30 minutos e transferido
para o ultimo tubo e finalmente as amostras foram congeladas em -20°C. Em
seguida as amostras foram analisadas pelo espectrofotdmetro modelo MULTISPEC-
1501 (SHIMADZU®) em um espectro de absorbancia de 200 a 800 nm. O herbicida
mesotrione apresenta um comprimento de onda de 254 nm, sendo todas as
amostras analisadas neste comprimento e posteriormente coletados os valores das

absorbancias.
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4. RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo

cientifico.

CAPITULO |

CARACTERIZACAO DE POLIMORFISMOS E ATIVIDADE DE ENZIMAS
RELACIONADAS AO ESTRESSE OXIDATIVO EM LINHAGENS
BACTERIANAS TOLERANTES AO HERBICIDA MESOTRIONE
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RESUMO

Mesotrione, 2 - (4-mesil-2-nitrobenzoil) -1,3-cicloexanodionas, € um herbicida da
classe quimica tricetona, com alto potencial de lixiviagcdo, inibe competitivamente a
4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD), que converte a tirosina em plastoquinona
e oa-tocoferol, e foi encontrado em plantas, fungos e bactérias, incluindo
Acinetobacter. O objetivo deste trabalho foi caracterizar modos de adaptacdo de
linhagens brasileiras de Acinetobacter ao mesotrione. Acinetobacter calcoaceticus e
Acinetobacter sp. foram selecionadas em até 15.00 mM (resisténcia) e 0,03 mM
(tolerancia) de mesotrione e avaliadas para degradacdo em experimentos de até 60
horas a 35 mM do herbicida em espectrofotometria, mostrando-se incapazes de
degradacdo. Medidas das células bacterianas em computador (ImageJ 1.37V)
indicam processo de inani¢do, provavelmente devido a nao utilizacdo de mesotrione
como fonte de carbono, e essa caracteristica pode ser considerada como um
marcador para a degradacdo do herbicida. A forte atividade oxidativa do herbicida
mesotrione esta vinculada ao radical N da molécula, e reforcada pelo radical S. Por
este motivo, foi estudado o estresse oxidativo para as enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationa redutase, por SDS-PAGE né&o denaturante, PAGE e
espectrofotometria. Acinetobacter calcoaceticus mostrou uma maior resposta ao
estresse oxidativo do que Acinetobacter sp., apresentando mais proteinas solaveis e
menor numero de isoformas de bandas em eletroforese (12 contra 23),
provavelmente devido a suas enzimas terem sido selecionadas para este herbicida e
mostraram melhor adaptacdo que Acinetobacter sp.. Estratégias de resisténcia
microbiana ao herbicida e padrées especificos de enzimas anti-oxidativas poderiam
dar opcbes ndo degradativas aos microorganismos, levando & manutencdo de
maiores quantidades herbicidas em solos e dguas subterraneas, e por mais tempo.

Palavras-chave: Acinetobacter, Mesotrione, Adaptacao Microbiana, Estresse

Oxidativo, Resisténcia a Herbicidas.
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ABSTRACT

Mesotrione, 2-(4-Mesyl-2-nitrobenzoyl)-1,3-cyclohexanedione, is a trycetone
herbicide chemical class, with high leaching potential, and competitively inhibit 4-
hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPPD), that converts tyrosine to plastoquinone
and a-tocopherol, and was found in plants, fungus, and bacteria, including
Acinetobacter. The aim of this work was to characterize pathways of Brazilian strains
of Acinetobacter facing mesotrione. Acinetobacter calcoaceticus and Acinetobacter
sp. were selected in up to 15.00 mM (resistance) and 0.03 mM (tolerance)
concentrations of mesotrione and tested at 35 mM buffered solution in
spectrophotometry until 60 hours, showing to be incapable to degrade mesotrione.
Computer bacterial cells measures (ImageJ 1.37v) indicate starvation process,
probably due to non use of mesotrione as carbon source, and this characteristic
could be consider a marker for herbicide degradation. Mesotrione herbicide activity is
major in N, and enhanced by S, and has a strong electron withdrawing. For this
reason, we studied antioxidative stress enzymes catalase, superoxide dismutase and
glutathione  reductase, by SDS-PAGE, non-denaturatiy PAGE and
spectrophotometry. Acinetobacter calcoaceticus showed a higher response to
oxidative stress than Acinetobacter sp., with more soluble proteins and lower number
of electrophoresis bands isoforms (12 against 23), because its enzymes were
selected for this herbicide and show better adaptation than Acinetobacter sp.. A
microbial strategy of herbicide resistance/tolerance and specific oxidative stress
raised by mesotrione herbicide could give additional non-degradating options to
microorganisms, not necessarily leading to fast herbicide degradation, so
determining the herbicide fate in soils and groundwater.

Keywords: Acinetobacter, Mesotrione, Microbial Adaptation, Oxidative Stress,
Herbicide Resistance
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INTRODUCAO

O uso de técnicas modernas na agricultura para gerar um aumento
progressivo na produtividade tem sido o alvo do desequilibrio ambiental mundial. A
partir dos anos 60 com a modernizacdo da agricultura, ocorreu um aumento de 21%
na area agricola nos paises em desenvolvimento como o Brasil. Durante este
periodo, a intensidade de producao na agricultura tem aumentado substancialmente.
O numero de maquinas agricolas dobrou e o consumo do uso de fertilizantes
quadruplicou (PRETTY, 2007). A contaminacdo dos alimentos pela aplicacdo de
quimicos, como pesticidas, estdo causando efeitos varidveis a saude humana, e
impactos ambientais pela geracdo de uma maior quantidade de residuos toxicos no
solo e na agua (JONGBLOED et al., 2004).

O Mesotrione 2-(4-mesil-2-nitrobenzoil) ciclo-hexano-1,3-diona € um herbicida
de nome comercial Callisto®, representante do grupo quimico tricetona,
medianamente toxico a seres humanos, mas é altamente movel, ou seja, possui alto
potencial de deslocamento no solo, podendo atingir aguas subterraneas, sendo
assim classificado como perigoso ao meio ambiente (Classe Ill) (SYNGENTA, 2009).
E um herbicida seletivo pés-emergente para o controle de algumas ervas-daninhas
de folhas largas em culturas de milho (ALFERNESS; WIEBE, 2002). E quimicamente
derivado de uma fitotoxina produzida pela planta Callistemon citrinus e age na erva-
daninha inibindo a acdo da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD),
agindo na biossintese de carotenéides (MITCHELL et al., 2001).

A Dbiorremediacdo, area da biotecnologia responsavel por estudar a
eliminacdo, atenuagcdo ou transformacdo de poluentes ou substancias
contaminantes pelo uso de processos bioldgicos, tem sido uma das alternativas
utilizadas para a descontaminacdo de solos (LYNCH; MOFFAT, 2005). As
estratégias efetivas da remediacdo sdo avaliadas no desaparecimento da quimica
de interesse (GANEY; BOYD, 2005), ela representa uma arma natural ocorrendo por
processos biolégicos, um recurso importante porque que destréi ou imobiliza
contaminantes ao invés de transferi-lo de um nicho ambiental para outro
(CHIACCHIERINI et al., 2004). A biorremediacdo vem sendo desenvolvida com o
objetivo de explorar a diversidade genética e a versatilidade metabdlica microbiana
para a transformacédo de contaminantes em produtos menos toxicos que podem ser

integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais (UETA et al., 2007).
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A exposi¢do de microrganismos a agroquimicos, mesmo quando relacionada
somente a tolerancia, pode levar a uma resposta de inducdo ao stress oxidativo
(KONDA; PASZTOR, 2001). Os produtos do metabolismo aerébico s&o altamente
reativos, como Radical Superoxido (O;™), Peroxido de Hidrogénio (H20,) e o Radical
Hidroxila (OH’). O aumento na concentracdo de EAOs (Espécies Ativas de Oxigénio)
para niveis que excedem a capacidade de defesa celular caracteriza o estresse
oxidativo. Os alvos biologicos da alta reatividade das EAOs sdo DNA, RNA,
proteinas e lipidios (CABISCOL et al., 2000).

Para minimizar estes efeitos danosos resultantes da acdo dessas espécies,
0S organismos aerébios desenvolveram mecanismos capazes de combater a
produgéo de EAOs, denominado de sistema antioxidante de defesa, o qual pode ser
dividido em néo-enzimatico e enzimatico. As defesas ndo-enzimaticas incluem
compostos com propriedade intrinseca antioxidante, como o -caroteno, a-tocoferol
(vitamina E), glutationa reduzida (GSH) e acido ascorbico, NADPH e NADH,
moléculas que ajudam a manter o ambiente redutor. J& 0os mecanismos enzimaticos
envolvem a superdxido dismutase, catalase, peroxidases, glutationa redutase e
outras (SCANDALIOS, 2005). O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
modos de adaptagcdo de linhagens brasileiras de Acinetobacter ao herbicida

mesotrione.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras de solo e isolamento das linhagens

O solo foi coletado na Fazenda-Escola Capdo da Onca da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Ponta Grossa-PR, Brasil. As amostras foram
coletadas de plantagbes de milho em duas glebas (longitude: 50 °© 03'W, latitude:
25 ° 05'S e altitude média: cerca de 1.000 m): uma de solo sem tratamento com
mesotrione (SSTM) no dia 13/11/2007, e a outra amostra de solo com tratamento
de mesotrione (SCTM) no dia 19/02/2008. Em ambas as coletas, foi utilizado o
principio da aleatoriedade, sendo que cada amostra foi composta por 10 sub-
amostras localizadas em pontos distintos dentro da gleba, totalizando

aproximadamente 10 g de solo coletados por amostra. Em laboratorio foi realizada
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a homogeneizacdo das sub-amostras para composicdo de uma amostra
representativa do solo coletado. A partir desta amostra, foi realizada a pesagem
asseéptica, separando-se 1 g de material, e posteriormente submetido a diluicdo
seriada. Diluices 10™,10% e 10 foram semeadas em tréplicas em placas de Petri
em MM (Meio Mineral) com 0,03 mM de mesotrione e incubadas a 18°C e 28°C,
para a selecéo inicial dos microrganismos. Linhagens isoladas foram estocadas em

frascos com meio mineral (MM) sélido contendo 0,03 mM de mesotrione.

Identificag&o das linhagens resistente e tolerante ao herbicida

Foram utilizados kits para a identificacdo bioquimica para fermentadores
(Laborclin), para as duas linhagens selecionadas, sendo caracterizadas como

Acinetobacter calcoaceticus e Acinetobacter sp..

Teste de crescimento com as linhagens resistente e tolerante ao mesotrione

O experimento foi composto por trés tratamentos para a bactéria
Acinetobacter calcoaceticus: controle (meio Agar nutriente, sem herbicida), e meio
mineral com tratamento 0,03 mM de mesotrione e com tratamento de 15 mM de
mesotrione. Para a analise com a bactéria Acinetobacter sp. foram utilizados o
controle e o tratamento com 0,03 mM de mesotrione.

Cada tratamento foi composto de quatro parcelas e cada parcela formada
por seis placas de Petri, sendo o experimento avaliado através de um delineamento
em blocos casualizados.

As linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. foram inoculadas e
posteriormente incubadas em estufa de crescimento a 28°C até atingirem a fase
logaritimica de crescimento, (LOG tardia), que para a bactéria A. calcoaceticus foi

del6 horas, e para Acinetobacter sp. foi de 36 horas.
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Extracdo de proteinas

As amostras foram coletadas por meio da raspagem de seis placas (uma
parcela) com auxilio de espatulas e colocadas em um mortar, adicionado-se
nitrogénio liquido. Em seguida, as amostras foram maceradas até formar um po fino
e posteriormente, foi adicionado o tampao de extracdo. O procedimento foi realizado
a temperatura de 4°C. O material foi homogeneizado em tampé&o de extracdo na
proporcao de 1g de amostra/ 4 mL de tampéo, e centrifugado a 12100 g por 30 min.
a 4°C. O sobrenadante foi coletado e dividido em aliquotas para serem estocadas

em freezer a -80°C até o momento das anélises (GOMES JR et al., 2007).

Determinacdo das proteinas

Foi utilizado o método de Bradford (1976) para a determinacdo da
concentragdo de proteinas totais, utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”)

como padréao.

Variacdes dos padrdes protéicos

As proteinas das amostras bacterianas foram inicialmente separadas por
eletroforese em sistema desnaturante, utilizando o sistema SDS-PAGE (AZEVEDO
et al., 1998).

SDS-PAGE - Para confeccdo dos géis desnaturantes (10% poliacrilamida)
foi utilizado o seguinte protocolo:

Primeiro gel (de resolucéo): 5,0 mL de uma solugdo 40% de acrilamida/bis-
acrilamida (Sigma), 5 mL de Tampéo TRIS 2,9 M, pH 8,9, 200 pL de SDS (10%) e
10,0 mL de agua Milli-Q. Como catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine) e 50 uL de persulfato de amonia (1%).

Gel superior (de empilhamento): apds a polimerizacédo do gel de resolucéo,
foi adicionada uma solugdo composta por 1 mL da solugéo 40% de acriamida/bis-
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampéo TRIS 500 mM, pH 6,8, 100 pL de SDS
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(10%) e 5,5 mL de agua destilada. Para a polimerizacao foram utilizados 20 uL de
TEMED e 100 uL de persulfato de aménio (1%).

Apos polimerizacédo, foram aplicados aos géis de SDS-PAGE os volumes das
amostras correspondentes a concentracdo de 20 pg de proteina. O volume da
amostra foi aplicado juntamente com o tampdo de amostra (3,0 mL de H,0
destilada, 1,0 mL de tampao de empacotamento, 1,6 mL de glicerol, 1,6 mL de SDS
(10%), 0,4 mL de solugcdo 0,5% de azul de bromofenol e 0,4 mL de
mercaptoetanol), na propor¢ao de 1:1.

As condic¢des gerais de corrida foram definidas nos ensaios preliminares para
obtencdo de géis com alta resolucdo. Os géis foram corridos a uma corrente
constante de 15 mA por placa, com tampédo de eletrodo constituido por TRIS 250
mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de glicina e 1% de SDS (10%).

Posteriormente, o0s géis foram corados com Comassie-Blue e

fotodocumentados pelo programa Image scanner — (Amershan Bioscience).

Atividades das enzimas antioxidantes

As enzimas que tiveram a atividade analisada foram catalase, superoxido
dismutase e glutationa redutase. As analises foram realizadas por atividade em géis
nao desnaturantes e por espectrofotometria , dependendo da enzima e de acordo
com sua descricao.

Para confec¢do dos géis ndo desnaturantes (12% poliacrilamida) foi utilizado
0 mesmo protocolo para todas as enzimas (AZEVEDO et al., 1998):

Primeiro gel (de resolucédo): 6,0 mL de uma solugédo 40% de acrilamida/bis-
acrilamida (Sigma), 5 mL de Tampado TRIS 2,9 M, pH 8,9 e 9,0 mL de &agua
destilada. Como catalisadores foram utilizados 38 uL de TEMED e 50 uL de
persulfato de amonia (1%).

Gel superior (de empilhamento): apds a polimerizacdo do gel de resolucéo,
foi adicionado uma solugdo composta por 1 mL da solugcédo 40% de acriamida/bis-
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampao TRIS 500 mM, pH 6,8 e 5,5 mL de agua
destilada. Para a polimerizacdo foram utilizados 20 uL de TEMED e 100 uL de

persulfato de amoénio (1%). O tampao de eletrodo para corrida do gel nao
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desnaturante foi constituido por TRIS 250mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M de

glicina.

Atividade da catalase por espectrofotometria e PAGE

A atividade da CAT foi determinada por meio de dois métodos: por
espectrofotometria (aparelho Perkin Elmer, Lambda 40) e em PAGE. A atividade de
CAT foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995), com modificacbes
conforme Azevedo et al. (1998).

A temperatura de 25°C, a atividade foi determinada utilizando uma solugéo
de reacdo formada por 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e
0,025 mL de perdéxido de hidrogénio (25%), preparada no momento do ensaio.

A reacdo foi iniciada com 25 ulL de extrato protéico, e a atividade
determinada por meio da decomposicéo de peréxido de hidrogénio, monitorada por
1 min. de acordo com altera¢cdes na absorbancia a 240 nm. Os resultados foram
expressos em umol/min./mg de proteina para o meio.

Para a determinacdo da atividade de CAT em PAGE, as amostras das
culturas bacterianas tiveram suas proteinas separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%), como ja descrito. A eletroforese foi realizada a 4°C e a
corrente constante utilizada por placa foi de 15 mA. Para cada gel foram aplicadas
amostras de padrdo de CAT de figado de boi (2 unidades) e 20 ug de proteina dos
extratos das amostras.

Revelagdo: apds aproximadamente 9 horas de corrida, foi realizada a
lavagem do gel por 45 minutos em agua deionizada (3 lavagens de 15 minutos) e
incubacdo do mesmo por 10 minutos em solugcdo de H,O, 0,003%, a temperatura
ambiente, com agitacdo suave e constante. Apés este periodo, o gel foi
rapidamente lavado em agua deionizada e colocado por 10 minutos em uma
solucéo de FeCls 1% (p/v) e KoFe(CNg) 1% (p/v) sempre com agitacdo suave. Em
seguida, a solucéo foi retirada e o gel lavado novamente com agua destilada. A
fixacéo foi realizada com uma solugédo de acido acético (7%) por 15 minutos e em

seguida os géis foram fotodocumentados.
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Atividade da superoéxido dismutase

Foi realizada eletroforese em PAGE nao desnaturante (também conhecido
como nativo) (12%), utilizando como padrao 2 unidades de SOD de figado de boi
(Sigma). ApGs a separacdo das proteinas por eletroforese (aproximadamente 3
horas de corrida, com corrente constante de 20 mA/placa), a atividade de SOD foi
determinada como descrito por Beauchamp; Fridovic (1971).

Revelacdo: apos corrida, os géis foram enxaguados rapidamente em agua
deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de
reacao contendo 50 mM de tampé&o fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético), 0,05 mM riboflavina, 0,1 mM nitroblue tetrazolium
(NTT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30 minutos, a mistura de reacgéo foi descartada,
os geéis foram enxaguados com agua deionizada e colocados sob iluminacdo por
alguns minutos até o aparecimento de bandas brancas e coloracdo do gel. A
fotoxidacéo foi interrompida mergulhando-se o gel em uma solucao de acido acético
7%, para entdo documentacéo pela Image scanner- (Amershan Bioscience).

Determinagao das isoformas de SOD

O sistema PAGE nativo foi utilizado para identificacdo das isoformas de SOD.
O volume, relativo a concentracdo de proteina, colocado na Unica canaleta
reservada para a amostra, ficou estabelecido como 100 pg para a bactéria
Acinetobacter calcoaceticus e 300 ug para a bactéria Acinetobacter sp.

A eletroforese ocorreu nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas para
SOD. Apo6s a corrida, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. Uma delas foi
mantida em tampéao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda parte foi tratada
com 100 mL do tampéo fosfato de potassio contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g
de KCN (Cianeto de Potassio) e a ultima parte foi imersa em uma solugdo do
referido tampéo acrescido de 0,0292 g de EDTA e 70 puL de H,O, a 30%. Estas
etapas foram realizadas no escuro para prevenir a fotoxidacdo. Os géis
permaneceram por 20 minutos nas solugcbes, sendo em seguida lavados

ligeiramente com agua destilada e submetidos a revelacdo com NBT e riboflavina.
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Atividade da glutationa redutase — GR

A revelagédo para atividade de GR foi determinada como descrito por Lee; Lee
(2000), com uma eletroforese em PAGE nao-desnaturante (12%) utilizando como
padrdao uma unidade de GR.

O gel foi lavado em agua destilada (2 lavagens de 15minutos) e incubado por
30 minutos a temperatura ambiente, em uma solucao de 0,25 M de TRIS (pH 7.5);
10mg de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-brometo de difeniltetrazol); 10mg DPIP
(dicloroindolacético); 2,4 mM GSSG e 0,5 mM NADPH para um volume final de
solucédo de 50 mL. Depois de descartar esta solucdo, o gel foi lavado rapidamente
em agua deionizada e foi feita a fixacdo em solucdo de acido acético 7%.

Apés o aparecimento das bandas (coloragdo positiva) com cor rosada, a

solucéo foi retirada e os géis fotodocumentados.

Andlise da capacidade biodegradativa das linhagens bacterianas por
espectrofotometria

As linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. foram cultivadas cada uma
em 200 mL de caldo nutriente em frascos de 500 mL sob agitagdo de 70 rpm em
temperatura de 28°C por 24 h. no dia seguinte foi coletado 150 ml da amostra sendo
distribuidos em trés tubos de 50 ml cada. Posteriomente as amostras foram
centrifugadas em 25 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado primeiramente com 25 mL de solucdo salina 0,9% e
novamente centrifugado. Depois, 0 sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com agua destilada e centrifugado. Por ultimo, o sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado de cada tubo foi transferido para um frasco de 500 mL contendo 150
ml de agua destilada com 0,01 mM de mesotrione, sendo o controle (150 mL de
agua deslilada com 0,01 mM de mesotrione), para a linhagem A. calcoaceticus, 0
precipitado foi transferido para 150 mL de agua destilada com 0,01 mM de
mesotrione e para a linhagem Acinetobacter sp 0 mesmo procedimento, todos em
triplicata . Essas amostras foram incubadas no shakker, sob agitacdo de 70 rpm a
28°C por 60 horas. Foram coletadas 12 ml de cada amostra de 12 em 12 horas. Em

seguida foram centrifugadas por 30 minutos, transferido o sobrenadante para outro
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tubo, este, centrifugado por mais 30 minutos e transferido o sobrenadante sendo
finalmente as amostras congeladas em -20°C. Depois, as amostras foram
analisadas pelo espectrofotdmetro modelo MULTISPEC-1501 (SHIMADZU®) em um
espectro de absorbancia de 200 a 800 nm. O herbicida mesotrione apresenta um
comprimento de onda de 254 nm, sendo todas as amostras analisadas neste

comprimento e posteriormente coletados os valores das absorbancias.

Medic&o do tamanho das células das linhagens bacterianas tolerantes

A linhagem A. calcoaceticus foi cultivada nos tratamentos controle (caldo
nutriente), caldo mineral com 0,03 mM de mesotrione e caldo mineral com 15mM de
mesotrione, e a linhagem Acinetobacter sp. foi cultivada apenas no controle e
tratamento 0,03 mM, depois, foi realizada coloracdo de Gram e posteriormente
submetidas a medicdo. Foram medidos em computador 50 individuos em cada
tratamento no microscépio Olympus BX51P com 82 megapixels de resolucdo pelo
Programa ImageJ 1.37v., posteriormente, realizada a analise estatistica dos dados
obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento

Foram isoladas no total 777 linhagens em MM com 0,03 mM de mesotrione.
Em seguida foram selecionadas 10 linhagens bacterianas tolerantes ao herbicida na
concentragdo de 15 mM. Entre as dez, duas linhagens bacterianas foram
selecionadas para maior estudo, devido a alta resisténcia e tolerancia ao herbicida,
apresentando bom crescimento em poucas horas de incubacéo: a linhagem
Acinetobacter calcoaceticus (resistente) e a linhagem Acinetobacter sp. (tolerante). A
primeira foi submetida aos testes controle (sem mesotrione), e tratamentos 0,03 mM
e 15 mM do herbicida, ja a segunda foi submetida apenas os testes controle e

tratamento 0,03 mM, por tolerar concentra¢cées menores que a primeira.
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Quantificacdo de proteinas e variacdo do perfil protéico

A maior concentracdo de proteinas foi encontrada na bactéria A. calcoaceticus, no
tratamento com 15 mM de mesotrione (Fig. 8), porém ndo houve diferenca
significativa na concentracdo de proteinas totais para esta linhagem entre os

tratamentos.
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Figura 8: Quantificacdo de proteinas soltveis (mg/mL) da bactéria A. calcoaceticus — Método
de Bradford, 1976

JA o comportamento da bactéria Acinetobacter sp. (Fig. 9) para a
concentracdo de proteinas em diferentes tratamentos diferiu do comportamento de
A. calcoaceticus, uma vez que na presenca de 0,03 mM de mesotrione houve a

diminuicdo na concentragcéo de proteina quando comparado com o controle
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Figura 9: Quantificacdo de proteinas sollUveis (mg/mL) da bactéria Acinetobacter sp. — Método
de Bradford, 1976

Em andlise de SDS-PAGE, as duas linhagens foram caracterizadas por perfis

protéicos diferentes (Fig. 10).
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Figura 10: Proteina em gel de SDS-PAGE. Padréao (P) BSA; 1, 2, 3 representam a bactéria A.
calcoaceticus nos respectivos controle, e tratamentos 0,03 mM e 15 mM; 4 e 5 representam a
bactéria Acinetobacter sp. no controle e tratamento 0,03 mM.
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Varios pesticidas sdo redox ativos, estes agentes redox-ciclicos sdo capazes
de ser transportados para dentro das células e influenciar a atividade da comunidade
bacteriana. Os microrganismos desempenham um papel essencial nha
desintoxicacdo de compostos organicos. Existem exemplos bem sucedidos de
biorremediacdo in situ de residuos de pesticidas realizada por microrganismos,
como é o caso da bactéria Burkholderia cepacia WZ1 que degrada o herbicida
quinclorac (LI et al., 2008).

A exposicdo de microrganismos a agroquimicos, mesmo quando relacionada
somente a tolerancia, pode levar a uma resposta de inducdo ao estresse oxidativo
(KONDA; PASZTOR, 2001). Durante a atividade metabdlica normal, e como
consequéncia de varias perturbacbes ambientais como temperaturas extremas,
radiacdo, xenobioticos, toxinas e poluentes do ar, o oxigénio é capaz de dar lugar a
estados reativos excitados tais como os radicais livres e derivados (SCANDALIOS,
2005). O aumento na producéo de espécies ativas de oxigénio (EAOs) € observado
em resposta a uma variedade de agentes estressantes, sejam eles bidticos ou
abidticos. Entre os maiores efeitos da presenca de EAOs no ambiente intracelular
estdo interacbes com proteinas que levam a oxidagdo da estrutura dos peptidios e
resultam em modificagbes nas cadeias laterais dos aminoacidos, alterando a
estrutura das proteinas. A remocado de proteinas danificadas é necessaria para
prevenir o acumulo, o qual pode comprometer o metabolismo celular. O sistema
antioxidante é uma defesa celular que confere protecédo contra os efeitos adversos
da formacdo de EAOs (MARTINS, 2007). Segundo trabalhos de Mitchell et al.
(2001), a atuacado do mesotrione, por ele conter os grupamentos nitrogénio e enxofre
gue sao eletronegativos, se da por estresse oxidativo. Neste estudo mostrou-se que
a enzima-alvo do mesotrione em plantas é a HPPD e que na bactéria Pseudomonas
fluorescens a forma ativa desta enzima possui ferro. Assim como nas plantas, o
mesotrione atua inibindo a HPPD, nas bactérias ele pode atuar da mesma forma.
Portanto as bactérias que sdo tolerantes ao mesotrione podem estar demonstrando
esta capacidade por mudarem a enzima-alvo deste herbicida. Ainda a alta tolerancia
pode ser devida a mutacfes que possam ocorrer no gene que codifica para a HPPD,
tornando 0s microrganismos resistentes ao ataque do mesotrione (RUNDGREN,
1983).
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A bactéria Acinetobacter sp., que € tolerante ao herbicida apenas na
concentracdo 0,03 mM, apresentou comportamento caracteristico, diminuindo a
concentracdo de proteinas na presenca do herbicida, em comparacdo com uma
concentracdo maior de proteinas no controle. Isto pode explicar a resposta desta

linhagem a adaptag@o somente na menor concentragdo de mesotrione.

Atividade da enzima catalase em espectrofotometro e PAGE ndo desnaturante

A bactéria Acinetobacter calcoaceticus apresentou uma diminui¢cao gradual na
atividade da enzima CAT quando submetida respectivamente ao controle e
tratamentos 0,03 mM e 15 mM (Fig. 11).
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Figura 11: Atividade de CAT em espectofotémetro, para a bactéria A. calcoaceticus submetida
a diferentes tratamentos com o herbicida mesotrione

Para esta mesma linhagem, a atividade da CAT em PAGE apresentou quatro
isoformas (Fig. 12), sendo que para o controle apresentou trés isoformas I, Ill e IV.
Nos tratamentos de 0,03 mM e 15 mM, a bactéria A. calcoaceticus apresentou duas
isoformas 1l e lll, sendo que uma destas (Il) foi caracteristica para a bactéria na
presenca do herbicida. Pode-se observar também a inibicdo da isoforma IV e a

diminuicao da atividade da isoforma | na presenca do mesotrione.
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Figura 12: Atividade de CAT em PAGE né&o desnaturante. (a) P-Padrdo de CAT de figado
bovino; 1, 2 e 3 representam a bactéria A. calcoaceticus no controle e tratamentos 0,03 mM e
15 mM, respectivamente; (b) 4 e 5 representam a bactéria Acinetobacter sp. no controle e
tratamento 0,03 mM.

A bactéria Acinetobacter sp. apresentou um aumento na atividade da enzima

CAT no tratamento 0,03 mM em relacéo ao controle (Fig.13).
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Figura 13. Atividade de CAT em espectofotdmetro, para a bactéria Acinetobacter sp. submetida
a diferentes tratamentos com o herbicida mesotrione.

O perfil de isoenzimas de CAT no ensaio de atividade em PAGE para esta

bactéria apresentou maior variabilidade enzimatica, apresentando sete isoformas
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(Fig.12). Quatro das isoformas podem ser observadas no tratamento controle: V, VI,
IX e X. Quando exposta ao tratamento 0,03 mM, a bactéria Acinetobacter sp.
apresentou 3 novas isoformas, VII, VIl e Xl, sendo que também pode ser observada
a inibicdo da isoforma X.

A enzima CAT esta envolvida na protecéo de estresse oxidativo causado por
H.O,, via proteinas reguladas pelo gene oxyR. As catalases bacterianas sao
classificadas em dois grupos, dependendo de suas propriedades enzimaticas e de
homologia entre as sequéncias de aminoacidos: catalasc monofuncionais e
catalase-peroxidases (CPs). Ao contrario das catalases monofuncionais que estédo
presentes em todos 0s organismos vivos, as CPs tém sido encontradas somente em
bactérias e alguns fungos (NADLER et al., 1986).

A atividade da enzima CAT neste estudo foi determinada por
espectrofotometria e analise em PAGE ndo desnaturante. Foi observado na andlise
de espectrofotometria que ocorreu um comportamento diferencial das linhagens
bacterianas entre os tratamentos com o herbicida mesotrione. A bactéria
Acinetobacter sp. apresentou os maiores valores de atividade de catalase, sendo
que para o tratamento com 0,03 mM de mesotrione, sua atividade foi estimulada
pelo herbicida.

No controle a bactéria A. calcoaceticus apresentou sua atividade maxima, mas
nos tratamentos 0,03 mM e 15 mM de mesotrione ndo houve diferenca significativa,
porém observou-se queda na atividade, sugerindo que esta enzima seja pouco
eficaz no controle antioxidante, nesta linhagem. As respostas das bactérias ao
herbicida pode ser caracterizada tanto pela inducdo de novas isoformas, como pela

inibicdo da atividade de isoformas, antes presentes no controle.

Quanto a analise em PAGE, a bactéria Acinetobacter calcoaceticus
apresentou uma nova isoforma (Fig. 12, isoforma Il), que pode estar relacionada
com a sensibilidade desta linhagem a presenca do herbicida mesotrione
expressando uma nova isoforma como mecanismo de defesa. No controle
apresentou uma isoforma (Fig. 12, isoforma V), que esta ausente nos tratamentos
0,03 mM e 15 mM, sugerindo que nestas concentragcbes de mesotrione esta
isoforma pode estar sendo inibida pelo efeito toxico causado pelo herbicida, sendo,

portanto, pouco eficazes no controle do estresse oxidativo.
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A bactéria Acinetobacter sp. apresentou sete isoformas, sendo trés destas (VII,
VIIl e XIl) especificas para a resposta ao herbicida mesotrione. No controle esta
linhagem apresentou quatro isoformas, mas uma delas (figura 12, isoforma X) se
mostrou ausente no tratamento 0,03 mM, indicando que esta isoforma nao

apresenta atividade antioxidativa para combater o estresse causado pelo herbicida.

Atividade de superoxido dismutase (SOD) em PAGE nédo desnaturante

Os resultados em PAGE da enzima SOD demonstraram variagdes na
atividade da enzima em relacdo as bactérias e aos tratamentos com mesotrione (Fig.
14).

<« 1V
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Figura 14: Atividade de SOD em PAGE né&o desnaturante. (a) P-Padrdao de SOD de figado
bovino; 1, 2 e 3 representam a bactéria A.calcoaceticus no controle e tratamentos 0,03 mM e 15
mM, respectivamente (b) 4 e 5 representam a bactéria Acinetobacter sp. no controle e no
tratamento 0,03 mM.

A bactéria A. calcoaceticus apresentou trés isoformas, sendo que a isoforma |
no controle exibiu uma banda com alta atividade enzimética, o que entretanto, ndo
foi observado nos outros tratamentos, uma vez que no tratamento de 15 mM de
mesotrione a atividade decresceu, porém nao tao significativo como observada para

o tratamento de 0,03 mM do herbicida.
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A isoenzima Il apresentou comportamento semelhante a primeira isoforma,
porém a terceira isoforma (lll) diferiu quanto a atividade, pois apresentou maior
atividade no tratamento com 15 mM de mesotrione.

A bactéria Acinetobacter sp. mostrou diferir seu comportamento na presenca
do herbicida quando comparada com a bactéria A. calcoaceticus. Em primeiro lugar,
apresentou uma maior quantidade de isoformas, totalizando sete; em segundo lugar,
mostrou que trés delas foram observadas apenas no tratamento 0,03 mM. As
isoformas V, VI e VIII foram caracteristicas do meio com herbicida, podendo ser
utilizado como marcadores ambientais para a presen¢ga ou mesmo biotransformacao
do herbicida.

As SODs sao enzimas que contém metais ligados a sua estrutura e catalisam
a dismutacdo do radical superéxido em H,O, e O, regulando assim os niveis de
oxigénio singlet e H,O,, sdo substratos da reacdo que origina os radicais (OH),
representando por isso, um papel central no mecanismo de defesa antioxidante
(CARVALHO, 2007).

No presente estudo, as bactérias sofreram alteracfes significativas com
relacdo a atividade de SOD na presenca do herbicida mesotrione. Com relacao a
bactéria Acinetobacter calcoaceticus, a isoforma C mostrou ser a mais eficaz para o
controle do estresse gerado pelo mesotrione.

Na linhagem Acinetobacter sp. a atividade de SOD mostrou-se
significativamente alterada para o tratamento 0,03 mM. As isoformas V e VII tiveram
grande atividade no tratamento 0,03 mM, mostrando serem mais significativas no

combate ao estresse.

Atividade de glutationa redutase (GR) em PAGE nao-desnaturante

Na anélise de atividade em PAGE, a bactéria Acinetobacter calcoaceticus

apresentou um total de cinco isoformas (Fig. 15).
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Figura 15: Atividade de GR em PAGE néo desnaturante. (a) P-Padrdo de GR; 1, 2 e 3
representam a bactéria A. calcoaceticus no controle e nos tratamentos 0,03 mM e 15 mM
respectivamente; (b) 4 e 5 representam a bactéria Acinetobacter sp. no controle e no
tratamento 0,03 mM.

Para o controle, apresentou trés isoformas, |, Il e V, entretanto, ndo mostrou
atividade nos tratamentos 0,03 mM e 15 mM de mesotrione, consequentemente, sua
atividade pode ter sido inibida pela presenca do herbicida. Para os tratamentos de
0,03 mM e 15mM de mesotrione apenas duas isoformas apresentaram atividade, a
isoforma lll e isoforma IV; ambas apresentaram um aumento de atividade com o
aumento da concentracdo do herbicida, mas a isoforma Il apresentou maior
intensidade de bandas, consequentemente, maior atividade em relacdo a isoforma
IV, sugerindo que a isoforma Il pode ter maior eficiéncia na prote¢do contra o
estresse oxidativo causado pelo herbicida.

Na linhagem Acinetobacter sp. foram encontradas nove isoformas (Fig. 15).
Para o controle foram encontradas cinco isoformas: VII, | VI, 1l e IV, e para o
tratamento 0,03 mM as isoformas VI, I, I, X e V; a isoforma | esta presente nas duas
condi¢bes, sendo as demais, isoformas novas, que apresentaram atividade apenas
na presenca do herbicida. Em destaque, a isoforma X foi a que apresentou maior

atividade, consequentemente de maior capacidade antioxidativa.
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A glutationa € uma das moléculas mais abundantes entre os tidis em
bactérias, a qual tem como funcéo a protecao celular contra a acdo de baixo pH,
compostos clorados e estresse osmotico e oxidativo. Uma resposta adaptativa a
estresse oxidativo ocorre na ativacdo de OxyR que induz a expressdo de numerosos
genes, inclusive o da enzima GR. A enzima GR é uma oxiredutase envolvida na
protecdo de estruturas e biomoléculas celulares contra os danos oxidativos,
mantendo equilibrados os niveis de GSH e GSSG, glutationa reduzida e oxidada
respectivamente, utilizando como fonte redutora o NADPH (CARVALHO, 2007).

A glutationa, além de participar de processos de desintoxicacao celular de
moléculas reativas formadas pelo processo oxidativo, esta envolvida também na
desativacdo de substancias toxicas. A GSH pode reagir com uma variedade de
componentes eletrofilicos para a producdo de conjugados de GSH. A reacdo de
conjugacao pode ser espontanea ou ser catalizada pela enzima GST (SMIRNOVA,;
OKITABRSBY, 2005). Nestes tratamentos realizados com as duas linhagens,
observou-se que houve alteracdo na atividade das enzimas e o0 aparecimento ou nao
de novas isoformas na presenca do mesotrione. Estas diferencas observadas nas
enzimas antioxidantes sdo adaptacdes evolutivas destas linhagens as condi¢cdes
adversas do meio, no caso a presenca do herbicida mesotrione.

Andlise por espectrofotometria da capacidade de degradacdo ou resisténcial/

tolerancia das linhagens bacterianas

A capacidade de degradacdo ou resisténcia/tolerancia das duas linhagens
bacterianas foi avaliada por espectrofotometria das amostras, observando-se a
evolucdo do pico de absor¢do do mesotrione durante o periodo de incubagéo
(Fig.16).
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Figura 16: Andlise da capacidade de degradagdo e/ou tolerdncia das linhagens A.
calcoaceticus e Acinetobacter sp. por espectrofotometria

A analise em espectrofotometria mostrou que a média do controle variou de
1,48 a 1,52 nm de absorbéancia, ja a linhagem A. calcoaceticus apresentou valores
de 1,52 a 1,53 nm, e a linhagem Acinetobacter sp. mostrou uma variagcao de 1,45 a
1,50 nm de absorbancia, todas com desvio padrdo igual a 1. Com relacdo as
amostras da linhagem A. calcoaceticus, podemos afirmar que esta, apesar de ser
uma bactéria resistente ao tratamento de 15 mM de mesotrione, ndo apresentou um
declinio nas concentracdes do herbicida, pelo contrario, apresentou valores médios
de absorbancias maiores que o controle de 2,7 a 0,65% a mais. Isso sugere que ela
nao esta utilizando o herbicida como fonte de carbono, ou se est4, os seus produtos
de degradacdo podem apresentar 0 mesmo comprimento de onda do herbicida,
interferindo na leitura das amostras.

As amostras da linhagem Acinetobacter sp. tolerante apenas ao tratamento
0,03 mM de mesotrione mostraram que esta apresentou valores médios de
absorbancia variando de 2 a 1,3% a menos em relagdo ao controle. Mesmo
apresentando valores mais baixos, a degradacdo nao foi constatada, pois nao
ocorreu uma diferenca significativa da area de pico da amostra em relacdo ao seu
controle.

Portanto, na analise por espectrofotometria, nenhuma das linhagens

apresentou diminuicdo no pico de absor¢cdo quando em comparacdo com o controle.
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Como esta técnica fornece uma andlise qualitativa, esses dados podem indicar que
as duas linhagens ndo estdo degradando o herbicida, Acinetobacter calcoaceticus
resistente e Acinetobacter sp. tolerante a presenca deste.

O trabalho de Mitchell et al. (2001) mostra que a acdo do mesotrione é por
estresse oxidativo. Neste estudo, observa-se que na presenca do mesotrione as
linhagens aumentaram a atividade das enzimas antioxidativas e expressaram novas
isoformas, consequentemente estas bactérias estdo mudando a rota de degradacao
para tolerancia com a finalidade de se proteger do efeito oxidativo gerado pelo

herbicida.

Medicdo do tamanho das células das linhagens bacterianas resistente e

tolerante

A linhagem A. calcoaceticus apresentou tamanho médio de 0,94 um no controle,
0,49 um no tratamento 0,03 mM de mesotrione e 0,42 um no tratamento 15 mM de

mesotrione (Fig. 17).
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Figura 17: Avaliacdo do tamanho celular da linhagem A. calcoaceticus submetida ao controle,
e aos tratamentos 0,03 mM e 15 mM de mesotrione
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Esta linhagem apresentou uma diminuigéo de 47,88% de tamanho do controle
para o tratamento 0,03 mM de mesotrione e de 55,32% do controle para o
tratamento 15 mM de mesotrione, mostrando mudancgas nédo s6 no tamanho, como
também na forma e comportamento. No controle, as células apresentam forma de
bacilo e estéo distribuidas uniformemente na lamina, ja nos tratamentos 0,03 mM e
15 mM apresentam forma de coco, distribuidas aleatoreamente e em grupos.

A bactéria Acinetobacter sp. apresentou tamanho médio de 0,57 pum no

controle e 0,42 um no tratamento 0,03 mM de mesotrione (Fig. 18).

Acinetobacter sp.
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Meédia tamanho bactérias
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0,00E+00 T
Controle 0,03mM

Figura 18: Avaliacdo do tamanho celular da linhagem Acinetobacter sp. submetida ao controle,
e ao tratamento 0,03 mM de mesotrione

Esta linhagem apresentou uma diminuigdo de 26,31% no tamanho, também
apresentando mudancas, na forma e comportamento quando foi submetida ao
tratamento com o herbicida. No controle apresenta forma de bacilo e esta distribuida
de maneira uniforme na lamina, ja no tratamento 0,03 mM se encontra na forma de
cocobacilo, distribuida aleatoriamente na lamina e em grupos.

James et al. (1994) comprovaram através de estudos com a bactéria
Acinetobacter sp. realizado por slide de fluxo continuo, microscopia de contraste de

fase, microscopia eletronica de varredura a laser confocal e andlise de imagem por



74

computador que quando a linhagem estd sendo submetida a dieta de alta
quantidade de nutrientes, ela apresenta forma bacilar e um nimero menor de
individuos, mas quando submetida ao regime de baixa de nutrientes, apresentou
forma cocdide o numero de individuos aumentou. Analisando estes resultados
pode-se sugerir que o0 herbicida mesotrione causa alteracdes fisiologicas e
morfoldgicas, resultando em estresse oxidativo, isso sugere, que quando as
linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. estdo expostas a acado do herbicida
ocorre uma reducdo do tamanho das células refletindo uma resposta de
sobrevivéncia, aumentando o numero de individuos e conservando a biomassa. A
reducdo do tamanho das células pode ter importancia industrial, melhorando a
penetragdo de inoculantes bacterianos para a biorremediagéo in situ. Quando as
linhagens estdo submetidas aos tratamentos com o herbicida, a formacédo de
microcolbnias, ao contrario do controle que apresenta uma migracao uniforme na
lamina.

MacLeod et al. (1988) relata os efeitos da fome sobre a penetracéo
bacteriana através de nudcleos de rochas artificiais pela bactéria Klebsiella
pneumoniae, cultivada previamente em uma solucéo de sais simples durante quatro
semanas. As bactérias em regime de fome foram capazes de penetrar mais
profundamente os nucleos. Isso ocorreu devido ao menor tamanho das células e a
reducado da producéao de biofilme.

A espectrofotometria ndo acusou degradacdo do mesotrione por estas
linhagens, consequentemente, elas ndo devem utilizar este herbicida como fonte de
carbono. Como elas sempre foram cultivadas em meio mineral com mesotrione
como Unica fonte de carbono, poderiam estar passando por um estado de fome que
resultou na alteracdo da morfologia. Por meio desta andlise foi constatado que as
linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. ndo estdo utilizando o mesotrione
como fonte de carbono, mas possivelmente possuem a enzima alvo do herbicida
mesotrione alterada, utilizando entdo uma rota de tolerdncia menos dispendiosa
energeticamente.

A estratégia destas bactérias de tolerarem e ndo degradarem o mesotrione
pode levar a um aumento na concentracdo do herbicida no solo e aguas
subterraneas, podendo se associar com outras substancias e compostos organicos,

aumentando o impacto no meio ambiente. Portanto estudos mais aprofundados das
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estratégias evolutivas da microbiota local deverdo ser conduzidos para analisar o

comportamento destes microrganismos na presenca do mesotrione.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. ndo apresentaram a
capacidade de biodegradar ou biotransformar o herbicida mesotrione,
sendo tolerantes ao mesmo; A. calcoaceticus foi tolerante ao mesotrione
nas concentracoes 0,03 mM e 15 mM e Acinetobacter sp. na concentracao
0,03 mM.

As duas linhagens apresentaram uma diminuicdo na concentracdo de
proteinas quando submetidas ao tratamento 0,03 mM de mesotrione.

A linhagem A. calcoaceticus apresentou baixa atividade enzimatica
guando comparada com Acinetobacter sp. devido a primeira ter uma
capacidade de resisténcia maior ao herbicida do que a segunda.
Acinetobacter sp. apresentou maior atividade enzimatica, resultado da
alteracdo de processos fisioldgicos, provavelmente por ser uma linhagem
pouco tolerante ao mesotrione.

Quando as linhagens A. calcoaceticus e Acinetobacter sp. foram
submetidas aos tratamentos com o herbicida, apresentaram mudancgas na
forma, tamanho e comportamento para garantir a sobrevivéncia da
espécie.

Dados de medicdo das células das linhagens A. calcoaceticus e
Acinetobacter sp. corroboram nossa hipétese de que estas ndo estdo
utilizando o mesotrione como fonte de carbono, mas possivelmente
possuem a enzima alvo do herbicida mesotrione alterada, utilizando entao
uma rota de tolerancia menos dispendiosa energeticamente.

A estratégia proposta nesse trabalho sobre resisténcia/tolerancia e
adaptacao especifica ao estresse oxidativo gerado pelo mesotrione pode
ter como consequéncias o aumento do herbicida, ndo degradado por
microbiotas com estes tipos de adaptagdes, no solo e aguas subterraneas,

e assim aumentando o impacto ao meio ambiente.
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ANEXO A - Curva de calibracdo do herbicida mesotrione, em mmol.L™
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ANEXO B - Identificacdo das linhagens bacterianas pelo Método de
Coloragéao de Gram.

Acinetobacter calcoaceticus



Acinetobacter sp.
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ANEXO C - Curva de crescimento das linhagens bacterianas

Bactéria Acinetobacter calcoaceticus
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LOG C.F.U.mL !

Bacteria Acinetobacter sp. na presenga do herbicida
mesotrione
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ANEXO D - Identificagdo das linhagens fangicas por caracterizacdo

morfologica.

Penicillium sp.

Na&o foi identificado



Técnica de microcultivo utilizada para a identificacdo de fungos.
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Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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