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RESUMO

O Brasil é o lider mundial em produgéo de cana-de-agucar (Saccharum spp.), classificando-se
entre os maiores fabricantes, consumidores e exportadores de agucar e alcool combustivel no
mercado internacional. A producdo vegetal é totalmente dependente do solo, da &gua, de
minerais essenciais e de fitohormonios, sendo fundamental a preservacdo de tais recursos. No
solo, microrganismos podem atuar na degradacdo de compostos utilizados para a protecdo das
culturas agricolas aléem de auxiliarem no crescimento vegetal, como na solubilizacdo de
fosfatos e na produgdo de &cidos organicos e auxinas. FormulagBes a base de bactérias
promotoras do crescimento vegetal (BPCVs) resultam em aumento da producéo agricola e séo
uma ferramenta ecoeficiente de manejo, em especial em solos degradados ou que receberam
durante muitos anos grande carga de xenobidticos como herbicidas, que podem afetar varias
formas de vida além dos organismos alvo. Este estudo visou: 1) isolar e identificar espécies
bacterianas de solo com cultivo de cana-de-acgUcar superior a 40 anos, capazes de tolerar altas
concentragdes dos trés dos principais herbicidas com alta persisténcia utilizados nessa cultura
(diuron, sulfentrazona e isoxaflutole); 2) avaliar a cinética de crescimento dos isolados
selecionados em meio minimo contendo diferentes concentragdes dos herbicidas testados; 3)
analisar o potencial desses isolados em solubilizar fosfato e produzir &cido-indol-acético; 4)
verificar o efeito de isolados selecionados sobre a germinagdo e pré-emergéncia de plantulas
de milho. Entre os 96 isolados obtidos, 4 foram selecionados por sua capacidade de se
desenvolver em meio minimo mineral sélido contendo até 1000 pg.mL™ destes herbicidas
como fonte de carbono, e degradarem in vitro diferentes compostos organicos, entre eles
alguns recalcitrantes.  Estes foram identificados como Bacillus toyonensis, Alcaligenes
faecalis. B. megaterium, Lysininbacillus macroides, sendo que os dois ultimos apresentaram
melhor tolerancia e degradacdo dos trés herbicidas (especialmente a 10 pg.mL?). B.
megaterium e A. faecalis foram capazes de solubilizar altas concentracdo de fosfato insoltvel
e também produzir auxina na presenca dos herbicidas. Porém, apenas L. macroides favoreceu
a germinacdo de sementes de milho na presenca de isoxaflutole e sulfentrazone. Estudos de
outras variaveis sdo necessarios, inclusive de formulagbes e consorcios de tais
microrganismos, antes de recomendar-se sua utilizacdo em processos de remediacdo de solos
com residuos de herbicidas, entre outros problemas, e para promocao de crescimento vegetal.

Palavras-chave: auxina, biodegradacdo, diuron, fosfato, isoxaflutole, sulfentrazone.



ABSTRACT

Brazil is the world leader in production of sugarcane (Saccharum spp.), being ranked among
the top manufacturers, consumers and exporters of sugar and ethanol in the international
market. Plant production is totally dependent on soil, water, essential minerals and
phytohormones, being essential to preserve these resources. In soil, the microorganisms can
degrade compounds used for protecting agricultural crops, as well as assist in plant growth, as
in the solubilization of phosphates and production of organic acids and auxins. Formulations
based on plant growth-promoting bacteria (PGPB) result in increased agricultural production
and are an eco-efficient tool of management, especially in soil that is degraded or has received
a xenobiotic load for many years, which may affect several forms of life beyond the target
organisms. This study aimed to: 1) isolating and identifying bacterial species of land
cultivated for more than 40 years with sugarcane, able to tolerate high concentrations of three
of the main herbicides with high persistence used on this crop (diuron, sulfentrazone and
isoxaflutole); 2) evaluate the growth kinetics of selected isolates on minimal medium
containing high concentrations of herbicides; 3) analyze the potential of these isolates in
solubilize phosphate and produce indole acetic acid; 4) evaluate the effect of selected isolates
on germination and pre-emergence corn seedlings. Among the 96 isolates obtained, four were
selected for their ability to grow on solid minimal medium containing up to 1000 pg.mL™ of
these herbicides as a carbon source, and for degrading different organic compounds, including
some recalcitrant, in vitro. They were identified as Bacillus toyonensis, Alcaligenes faecalis,
B. megaterium and Lysininbacillus macroides, with the latter two show better tolerance and
degradation of the three herbicides (especially 10 pg.mL™?). B. megaterium and A. faecalis
were able to solubilize high concentrations of insoluble phosphate, and they also produce
auxin in the presence of herbicides. However, only L. macroides favored corn seed
germination in the presence of isoxaflutole and sulfentrazone. Studies of other variables are
needed, including of formulations and consortia of such microorganisms, before
recommending their use to the remediation of soil with residues of herbicides, among other
problems, and to promote plant growth.

Key-words: Auxin, biodegradation, diuron, isoxaflutole, phosphate, sulfentrazone.
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1.  INTRODUCAO

Conforme dados da FAOSTAT (2015), o Brasil é principal produtor mundial de cana-
de-acucar (Saccharum spp.), destacando-se ainda, no mercado internacional, entre os maiores
fabricantes, consumidores e exportadores dos subprodutos principais dessa cultura, isto &,
acucar e alcool combustivel (SATOLO & BACCHI, 2009; MARIN & NASSIF, 2013). As
estratégias de aumento da produtividade dessa planta, como para outras, esbarra no
conhecimento de todos os aspectos que favorecam seu vigor, entre eles, a fertilidade do solo
(ROSSETO, DIAS, VITTI, 2008).

O solo e a &gua sdo recursos ambientais indispenséaveis a sobrevivéncia da vida no
planeta Terra, sendo a producdo vegetal totalmente dependente destes, além de nutrientes
minerais essenciais, como fdsforo, nitrogénio, potassio, célcio, magnésio, enxofre, boro,
cloro, ferro, magnésio, zinco, cobre, molibdénio e niquel. O fosforo (P), como por exemplo
fosfato (HPO4?), é um componente integral de importantes compostos da planta, incluindo
glicidios-fosfato (glicose 6P, Frutose 6P, etc.), fosfolipidios de membranas, nucleotideos
usados como fonte de energia (ATP) e nos acidos nucleicos (HOPKINS, 2000), sendo um dos
elementos mais criticos para o crescimento vegetal (SIQUEIRA et al., 2004), e se encontra
em baixa quantidade nos solos brasileiros (BASTOS et al., 2008).

Os principais fatores que afetam a disponibilidade de P no solo sdo o teor de matéria
organica, o tipo de argila, a capacidade de troca de cations, o poder tampdo, 0s teores de
calcio, ferro e aluminio e a umidade interferindo, consequentemente, na sua absorcdo pelas
plantas (KORNDORFER & MELO, 2009). Esta condi¢do proporciona reducdo na saturagao
por bases, com aumento gradual na retencdo de &nions, como o fosfato, o sulfato e o
molibdato, entre outros (BENEDITO et al., 2010). Em decorréncia disto, os solos mudam
gradualmente de fonte para dreno de fosforo inorganico (NOVAIS & SMYTH, 1999). Na
cana-de-agucar, a falta de fosforo diminui o enraizamento e perfilhamento, as folhas velhas

apresentam-se menores e com tons avermelhados (acimulo de antocianina) nas pontas e



margens expostas a luz, e os colmos tornam-se menores e finos, e, portanto, ha reducéo na
produtividade final e no rendimento de agucar (SANTOS, 2009). A deficiéncia de fosforo
também é problematica, pois, segundo MAHADEVAIAH et al. (2007), reduz a absor¢éo de
nitrogénio e dificulta a clarificacdo do caldo durante a fabricacdo do agucar, elevando o custo
de fabricagdo em virtude da necessidade de adicdo de fosfatos soluveis para atingir o teor
ideal de P2Os, fundamental para uma clarificagéo eficiente.

Bactérias e fungos de solo geralmente sdo bastante eficazes na solubilizacao de fosfato
devido a diferentes mecanismos, tais como a producdo e secrecdo de &cidos organicos
(GYANESHWAR et al., 2002) e de outras substancias que aumentam a dissolucéo do fosfato,
tais como auxinas, acido giberélico, vitaminas e outros horménios, bem como de enzimas que
aumentam a liberacdo de fosfato organico (HE et al., 2002). Segundo MOREIRA &
SIQUEIRA (2006), a utilizacdo de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs)
sera, provavelmente, uma das taticas menos onerosas, sustentaveis e importantes para o
aumento da producéo agricola nas proximas décadas.

Ao longo dos anos, entretanto, 0 ambiente passou a receber uma enorme carga de
poluentes a partir do descarte de esgotos domésticos ou industriais, residuos de toda ordem
provenientes da fabricacdo de algo Util a sociedade e langados proposital ou acidentalmente
(ASHRAF et al., 2014). A modernizagdo dos sistemas de producédo agricola, em especial da
agricultura intensiva para elevar o rendimento de alimentos, por exemplo, lancou méao da
utilizacdo de vaérias estratégias (RIBAS & MATSUMURA, 2009), como substancias
sintéticas chamadas agroquimicos (GRUTZMACHER et al., 2008; STEFFEN et al., 2011).
O mercado brasileiro desses produtos expandiu-se rapidamente na Ultima década (190%),
num ritmo de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo mercado global (93%),
situando-se desde 2008 em primeiro lugar no ranking mundial (RIGOTTO et al., 2014).

Embora os agrotoxicos/defensivos agricolas (agroquimicos utilizados no controle de
pragas, doencas e ervas daninhas) sejam desenvolvidos/aprimorados visando potencializar
seus diferentes grupamentos quimicos de forma a erradicar ou inibir especificamente certos
tipos de insetos, animais, plantas ou fungos em areas agricolas ou urbanas, muitos podem ser
toxicos a outros alvos (VEIGA et al., 2006), especialmente porque, sendo muitos soltveis em
agua, tornam-se prevalentes nos sistemas hidricos superficiais e subterraneos do mundo todo.
A lixiviagdo dessas moléculas ou de seus metabolitos para camadas mais profundas do solo
leva a contaminacdo do lengol freatico, de modo que o comportamento do agroquimico sera
influenciado, entre outros fatores, pelas suas proprias caracteristicas (PIRES et al., 2003). Os

processos de retencdo, por exemplo, sdo resultantes da interacdo entre o principio ativo e a



particula do solo, e podem retardar ou acelerar o movimento do produto em diferentes
profundidades, influenciando, dessa forma, na sua disponibilidade e associacdo com outros
mecanismos, principalmente o0s relacionados a transformacgdes quimicas (catalise,
fotoquimica), bioquimicas (acdo de microrganismos) e a erosdo. Os agroquimicos, portanto,
apresentam diferentes graus de mobilidade, persisténcia (transformacéo e retencéo) no solo, e
potenciais toxicos (mutagénico, teratogénico, carcinogénico ou algum efeito enddcrino) a
diversos organismos nao alvos, inclusive o ser humano (ARMAS et.al., 2007), podendo
representar um problema de salde publica quando permanece por mais tempo no solo sem ser
adsorvido a seus coloides ou sem ser degradado e/ou mineralizado, visto que a possibilidade
de lixiviagdo é maior.

Por outro lado, nas Gltimas décadas houve um aumento significativo da preocupacdo
mundial referente as questdes ambientais, sobretudo em relacdo a qualidade da agua potavel e
a sanidade do solo. H&, portanto, certa urgéncia no controle da poluicdo desse ambiente,
visando preservar sua fertilidade e elevar a produtividade agricola (SILVA et al., 2009). E
sabido que muitos compostos quimicos podem ser degradados por microrganismos através de
seu complexo arsenal enzimatico, e esse conhecimento tem proporcionado o uso direto desses
em processos de remediacao de solos e &guas. A técnica tem se traduzido numa alternativa
bastante ecoeficiente para reverter o quadro de ambientes contaminados por moléculas
recalcitrantes.

O proposito deste trabalho foi avaliar o potencial de espécies microbianas isoladas de
solo com cultivo de cana-de-acucar superior a 40 anos, capazes de tolerar trés dos principais
herbicidas com alta persisténcia e solubilidade em &gua (Diuron, Sulfentrazona e Isoxaflutole)
e frequentemente utilizados no mesmo, para solubilizar fosfato e produzir uma auxina

reguladora do crescimento vegetal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Agroquimicos

Desde seu surgimento, a agricultura mundial cresceu em éarea de plantio, pois 0s
vegetais cultivados passaram por modificacdes genéticas que auxiliaram sua adaptacdo a
diferentes locais sem consequentes perdas da produtividade. O aprofundamento gradativo do
conhecimento sobre o meio permitiu, aos poucos, 0 avango no manejo das culturas, maior
oferta de alimentos e melhora da dieta humana. No entanto, o crescimento acelerado da
populagédo, o aumento da urbanizagdo das cidades, o grande desenvolvimento industrial e a
intensa expansdo das atividades agricolas com uso de agroquimicos, especialmente o0s
herbicidas, inseticidas e fungicidas, tém impactado acentuadamente o ambiente (LOPES-
ASSAD & ALMEIDA, 2004) e a saude humana (DE MIRANDA et al. 2007), sendo esta
ultima responsavel direta pela alteracdo de mais de um terco da superficie terrestre e seus
respectivos biomas (ROSA, 1998).

A principal vantagem da utilizacdo de agroquimicos em plantacdes € o controle eficaz
de elementos nocivos as mesmas com crescimento da producdo, suprindo assim grande parte
da demanda mundial. Em contrapartida, o uso indiscriminado dos mesmos tem provocado
contaminacdo de A&guas, solos e produtos de consumo humano (TESFAMICHAEL &
KALUARACHCHI, 2006).

Segundo o Decreto 4.074/2002, que regulamenta a Lei 7.802/1989, em seu artigo 1°,
inciso IV, “agroquimicos sdo substancias e agentes de processos fisicos, quimicos ou
bioldgicos destinados ao uso nos setores de producgédo, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos, bem como as substancias de produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento” (BRASIL, MAPA, 2002).

No inicio do século X1X, compostos inorganicos a base de metais como cobre, enxofre



e mercudrio, eram utilizados na Europa para combater doencas causadas por fungos em
hortalicas. Além destes, outros compostos a base de arsénico, selénio e chumbo, que
caracterizaram a primeira geracdo de agroquimicos, foram aplicados no combate a pragas de
plantas até o inicio do século XX, quando, entdo, devido a sua elevada toxicidade, foram
substituidos (ALVES FILHO, 2002). Orgénicos contendo metais pesados diminuem a
fertilidade e biodiversidade, exercendo pressdo de selecdo sobre a vegetacdo existente e até
sua extincdo (STEFFEN et al., 2011), sendo que além de ndo biodegradaveis (COSTA et al.,
2004), estes elementos sdo bioacumulaveis.

Por pressdo de ambientalistas, muitas moléculas novas foram sintetizadas ao longo dos
anos, apresentando caracteristicas fisico-quimicas com funcionalidades (toxicidade) e
comportamentos ambientais (ecotoxicidade) distintos (ARMAS et al., 2005). Alguns dos
critérios mais comuns para classificacdo da toxicidade dos agrogquimicos sao baseados nos: (i)
tipos de alvos preferenciais sobre os quais atuam (inseticidas, acaricidas, herbicidas,
fungicidas, nematicidas, bactericidas, rodenticidas, entre outros); (ii) na categoria quimica a
que pertencem (organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, triazinas, etc);
(iii) no grau de toxicidade aguda sobre o0s seres vivos, maior (classe 1) ou menor (classe 1V)
(FERMAM, 2009).

Na década de 1960, o modelo de agricultura industrializada intensiva que se
disseminara durante o perido pds-guerra nos paises ditos desenvolvidos, foi exportado para
outros em desenvolvimento, que, num esforco para aumentar sua produtividade (Revolucao
Verde), incentivaram o uso de agroguimicos através de servicos de extensdo rural
(LEHTONEN, 2009) e subsidios agricolas (DASGUPTA et al., 2007; EVENSON &
GOLLIN 2003; SILVA et al., 2005). Dai o uso indiscriminado dessas substancias ter se
tornado mais problematico nesses paises, visto que seus agricultores ndo receberam
orientacdes institucionais suficientes para garantir a seguranca tanto na manipulacdo quanto
no lancamento, afetando ainda o meio ambiente e os consumidores dos produtos de origem
animal e vegetal (SCHREIBER et al, 2013). Além disso, o clima quente e tmido geralmente
predominante nos paises emergentes favorece a maior incidéncia de pragas e doencas,
aumentando a necessidade de agroquimicos, de modo que embora consumam apenas 20% do
mercado global dessas substéancias, registram cerca de 70% dos casos de intoxicacdo mundial
(DE MIRANDA et al. 2007).

A agricultura brasileira € um grande mercado para os agroquimicos, sendo que
enguanto em 2013 esse setor da industria quimica mundial faturou cerca de US$ 51,9 bilhdes

(PANIGRAHI, 2014), a participacdo brasileira nesse mercado foi de cerca de 20%, isto &,


https://independent.academia.edu/PanigrahiRajesh

US$ 11 bilhdes, sendo suprido principalmente por produtores globais (FREITAS, 2014). No
Brasil, o registro de agrotéxicos ndo tem prazo de validade, porém, segundo o Decreto
MAPA n° 4.074/2002 (BRASIL, 2002), cabe ao Ministério da Saude, por meio da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), junto com o Ministério do Meio Ambiente, por
meio do IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis), e 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a importante
tarefa de revalidar o registro dos principios ativos utilizados em agrotéxicos no pais. Esta
deve ocorrer quando houver indicios da ocorréncia de riscos a saude, comparados aos riscos
avaliados a época da concessdo do registro de determinado principio ativo ou, ainda, quando o
Brasil for alertado por organizacGes internacionais responsaveis pela salde, alimentacdo ou
meio ambiente, das quais o pais seja membro integrante ou signatario de acordos.

Segundo sugerem os estudos da OIT (Organizacdo Internacional do Trabalho) o mau
uso de agroguimicos provoca 14% dos acidentes de trabalho na agricultura e, em alguns
paises, até 10% das mortes (BRODESSER et al., 2006). A OMS (Organiza¢do Mundial da
Salde) estima que, na década de 1990, entre 3 a 5 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
sofreu com a contaminacdo por agroquimicos a cada ano (DE MIRANDA et al., 2007), e,
especial por lancamento em locais inadequados, como &reas de recarga de aquiferos e
proximidades de rios e nascentes, de compostos aromaticos halogenados que apresentam alto
grau de toxicidade e persisténcia (HENN, 2009).

Assim, a partir da aplicacdo do agroquimico, independente de que forma, este atinge o
solo, seguindo diferentes rotas e interferindo na dindmica dos ecossistemas (STEFFEN et al.,
2011). A dispersdo deste e/ou seus metabdlitos pode inativar enzimas e assim bloquear
processos vitais como os de oxidacdo e geracdo de energia, iniciar alteracdes malignas nas
células, acumular-se ao longo da cadeia alimentar por meio de biomagnificacdo, e afetar um
desequilibrio na simbiose natural entre duas ou mais espécies (SOARES & PORTO, 2007).

As propriedades fisico-quimicas dos agroquimicos, bem como a quantidade e a
frequéncia de uso, métodos de aplicacdo, caracteristicas bidticas e abioticas do meio,
incluindo condig¢bes climaticas, determinardo seu destino (KLINGMAN; ASHTON;
NOORDHOFF, 1982). Essas condicionais variam com o produto e com a forma de aplicacéo,
ndo sendo suficientes para estabelecer um modelo de comportamento ou de interacbes com as
particulas do solo e outros componentes do ambiente, a menos que se conhegam 0S Processos
de transporte, transformacéo e transferéncia, como velocidade de evaporacao, solubilidade em
adgua e bioacumulacdo (RIBAS & MATSUMURA, 2009, TANG et al., 2012). Sua

persisténcia no ambiente depende, portanto, da eficiéncia dos processos fisico-quimicos e



bioldgicos de sua transformagdo (MIZUBUTI; MAFFIA, 2006). Seus metabdlitos também
podem representar um perigo sanitario e ambiental, j& que alguns desses sdo muitas vezes,
mais toxicos que os produtos originais (GRUTZMACHER et al., 2008).

O impacto de agroquimicos como, por exemplo, herbicidas, em &guas subterraneas e
superficiais (drenagem, percolagéo lateral, escoamento superficial e subsuperficial, erosdo ou
volatilizacdo), depende da concentracdo do principio ativo disponivel para transporte e
degradacéo (Tabela 1) (SILVA et al., 2009; TOMITA & BEYRUTH, 2002) e dos processos
de biodegradacéo e sorcdo que influenciam nesse destino (REGITANO et al., 2006).

Tabela 1- Dindmica/destino de agroquimicos no ambiente.

Processo Consequéncia Fatores

Transferéncia (processo que realoca a molécula sem alterar a sua estrutura)

Deriva Fisica | Movimento pela a¢do do vento Velocidade do vento, tamanho das
gotas;

Volatilizacdo | Perda por evaporacdo do solo, da | Pressdo de vapor, velocidade do
planta ou do ecossistema aquatico | vento, temperatura;

Adsorcdao | Remocdo pela interacdo com | ConteGdo mineral e  matéria

plantas, solo e sedimento. organica, tipo de mineral, umidade;
Absorcdo | Absorcdo pelas raizes ou ingestdo | Transporte pela membrana celular,
animal tempo de contato, suscetibilidade;
Lixiviacdo | Translocacdo lateral e vertical | ConteGdo de &gua, macroporos,
através do solo textura do solo, conteudo do mineral
e de matéria organica;
Erosédo Movimento pela acdo da agua e | Chuva, velocidade do vento,
do vento tamanho das particulas do mineral e
da matéria organica com moléculas
adsorvidas;

Degradacao (processo que altera a estrutura quimica)

Fotoquimica | Quebra da molécula devido a | Estrutura quimica, intensidade e
absorcéo de luz solar duracdo da luz solar, exposicdo
Microbiana | Degradagdo microbiana Fatores ambientais (pH, umidade,
temperatura), conteddo de matéria
orgénica, condig¢des nutricionais;
Quimica Alteracdo por processos quimicos | Alto ou baixo pH e fatores
como hidrdlise e reacbes de oxi- | ambientais;

reducdo
Metabolismo | Transformacdo quimica ap0s a | Capacidade de ser absorvido,
absorcéo pelas plantas e animais metabolizado e bio-interagir

Fonte: PIERZYNSKI, SIMS, VANCE, 1994.

Herbicidas, portanto, provocam alteracbes ndo apenas na ciclagem de nutrientes no

solo quando interferem no desenvolvimento de bactérias fixadoras de nitrogénio responsaveis



pela disponibilizagdo desse mineral as plantas (CARLOS et al., 2013), mas igualmente nos
ciclos hidroldgicos, com reducdo no volume de &gua disponivel (UETA et al., 1999), e
constituindo-se uma das maiores preocupacdes em escala local, regional, nacional e global
(KONSTANTINOU et al.,, 2006). O risco de ocorréncia de agroquimicos nas aguas
subterraneas também evidencia a necessidade de estudos de seus processos de lixiviagao e de
escoamento superficial (CEDERNEIRA et al., 2005). De acordo com ARMAS et al. (2007), o
carater toxico desses compostos é reflexo de grupos funcionais raros na natureza com
propriedades distintas, o que confere diferentes graus de persisténcia ambiental, mobilidade e
potenciais toxico, carcinogénico, mutagénico e teratogénico ou algum efeito enddcrino a
diversos organismos, inclusive organismos ndo alvos, como o homem.

Nas Gltimas décadas, uma grande variedade de testes de toxicidade aquéatica tem sido
desenvolvida e utilizada para determinar os efeitos colaterais provocados por agroguimicos,
na estrutura e no funcionamento dos ecossistemas de dgua doce. Estes testes podem ir desde
bioensaios de laboratério relativamente simples, a estudos de campo mais complexos. Nos
bioensaios de laboratdrio, a toxicidade dos agrogquimicos é avaliada geralmente com apenas
uma espécie, sendo estes bastante precisos e eficientes. Por outro lado, estes sao
frequentemente contestados com o argumento de que utilizam numero limitado de espécies e
ndo reproduzirem exatamente o ambiente real da espécie. Por outro lado, ao avaliar o destino
e efeitos dos agroquimicos em condic¢Bes de campo, a nogdo mais precisa da realidade ocorre,
mas tais estudos sdo dispendiosos e dificultam a determinacdo das relacbes causa-efeito a
medida que se tornam mais complexos. Outros testes utilizados para avaliar tal toxicidade sdo
0s modelos de ecossistema (microcosmos e mesocosmos), considerados uma ponte entre 0s
bioensaios e 0s ensaios de campo, na medida em que permitem a replicacdo, sao facilmente

controlaveis e fornecem realismo ecoldgico (Daam & Van den Brink, 2011) (Figura 1).

Figura 1- Vantagens e desvantagens de diferentes niveis de testes de ecotoxicidade de agroquimicos.
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(Fonte: Adaptado de BROCK et al., 2000).



No que se refere a contaminacdo dos recursos hidricos, e consequentemente da
potencial presenca destas substancias quimicas na agua destinada ao consumo humano,
existem divergéncias quanto a concentragdo maxima permissivel dos agrotdxicos. Os paises
da Comunidade Européia consideram que a concentracdo maxima admissivel (CMA) de um
agrotoxico individual na agua potavel é de 0,1 pg.L™, porém, se considerar-se a soma de
todos o0s agrotoxicos detectados, esta ndo deve ultrapassar 0,5 pg.L2. Limites semelhantes s&o
adotados por outros paises, tais como Estados Unidos e Canada (FILIZOLA et al., 2002).

No Brasil, foi estabelecida, através da publicacdo da Portaria MS n° 36/1990, a
obrigatoriedade do monitoramento de agrotéxicos na dgua destinada ao consumo humano. Tal
diretriz continuou a ser disposta nas Portarias subsequentes: MS n° 1469/2000, MS n°
518/2004 e na vigente MS n° 2.914/2011 (BRASIL, 1990, 2000, 2004 e 2011). A Portaria MS
n°518/2004 (BRASIL, 2004) estabeleceu limites de alguns agroquimicos para o padrdo de
potabilidade de &gua destinada ao abastecimento de populacfes humanas. A Resolugdo
CONAMA n° 357/2005 (BRASIL, 2005), por sua vez, estabeleceu limites maximos de
contaminantes em aguas dependendo da sua destinacdo; sendo que, dentre estes, estdo alguns
organoclorados, organofosforados e carbamatos. De acordo com a Portaria MS n° 2.914/2011,
que dispde sobre os procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da &gua para
consumo humano e seu padrao de potabilidade, o plano de amostragem de agroquimicos deve
considerar a avaliagdo dos seus usos na bacia hidrogréfica, no manancial de contribui¢do, bem
como a sazonalidade das culturas. Contudo, conforme ja relatara Dores & De-Lamonica-
Freire (2001), tais legislacbes ainda ndo contemplam a maioria dos pesticidas em uso, como

muitos inseticidas piretrdides e a maioria dos herbicidas.

2.2. Ainfluéncia do uso de agroquimicos no cultivo de cana-de-agucar

A cana-de-acgucar (Saccharum officinarum) tem especial significado econdmico para o
Brasil, que lidera a lista dos 80 paises produtores, sendo sozinho responsavel por 25% da
producdo mundial. Entre os dez maiores produtores de cana do mundo, oito sdo paises
emergentes ou em desenvolvimento, sendo a Australia (8°) e os Estados Unidos da América
(10°) os unicos paises industrializados entre eles (LEHTONEN, 2009).

Segundo levantamento recente da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2014), a éarea brasileira cultivada com cana-de-agucar e destinada a atividade sucroalcooleira
na safra 2014/15 é de aproximadamente 9.130.100 ha, distribuida em todos Estados
produtores. Os especialistas admitem que essa area representa um aumento de 3,6% (cerca de

318,7 mil ha) em relacdo a safra 2013/14, justamente refletindo o acréscimo de 4,5% (345,5
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mil hectares) no territdrio de plantio da Regido Centro-Sul do pais, em especial nos Estados
de Sédo Paulo (144,3 mil ha), Mato Grosso do Sul (57,9 mil ha), Goias (59,9 mil ha) e Parana
(58,3 mil ha), o que compensou o decréscimo de 2,5% (26,9 mil ha) no cultivo de cana da
Regido Norte/Nordeste. Tal aumento deve-se ndo apenas a implantacdo de novas usinas
sucroalcooleiras no pais, mas também a permanéncia de cana que nao foi colhida na safra
anterior, isto €, a cana bisada (CONAB, 2014), sendo a producdo total de cana-de-agucar
moida na safra 2014/15 estimada em 671,69 milhdes ton, com aumento de 2,0% em relacdo a
safra 2013/14 (658,82 milhdes ton), com previsao para a producédo de acucar e etanol total de
39.456.070 ton e de 28.368.903,88 m?, respectivamente, em relacéo a 37.878.260 ton aglicar e
de 27.956.711,51 m?® etanol total da safra de 2013/14 (CONAB, 2014). O Brasil, portanto, é o
maior exportador mundial de agUcar e detém cerca de metade das vendas internacionais dessa
commodity, exportando, na safra 2013/14, 26,63 milhGes ton aclcar - praticamente 0 mesmo
volume exportado na safra anterior. O Produto Interno Bruto (PIB) do setor sucroenergético
brasileiro na safra 2013/14 foi de cerca de US$ 43,36 bilhdes, conforme apresentado na
Tabela 2, o que equivale a quase 2% do PIB nacional de 2013 (NEVES & TROMBIN, 2014).

Tabela 2- Estimativa do produto interno bruto (PIB) do setor sucroenergético na safra 2013/14.

Produto Mercado Interno Mercado Externo Total
(M) (ME) (Ml + ME)
US$ (milhoes) US$ (milhoes) US$ (milhoes)
Etanol Hidratado® 12.861,31 590,65 13.451,96
Anidro® 8.890,08 1.075,71 9.965,79
Né&o-energético® 654,85 - 654,85
Aclcar® 6.926,80 11.109,85 18.036,65
Bioeletricidade® 894,05 - 894,05
Bioplasticof 90,00 210,00 300,00
Leveduras e Aditivos? 21,20 34,13 55,33
Crédito de carbono” - 0,27 0,27
Total 30.338,29 13.020,61 43.358,90

Fonte: elaborada por Markestrat, a partir de diversas agéncias, NEVES & TROMBIN, 2014.
a- Estimativa das vendas realizadas pelos postos de combustivel.

b- Estimativa das vendas realizadas pelas usinas para as distribuidoras
c- Estimativa das vendas realizadas pelas usinas para a indudstria de bebidas e cosméticos.

d- Estimativa das vendas de acUcar realizadas pelas usinas para ser utilizada como matéria-prima de

produtos industrializados e vendas realizadas de agucar in natura pelo varejo.

e- Estimativa das vendas realizadas pelas usinas.
f- Estimativa das vendas de bioplastico produzido a partir de etanol de cana-de-acucar.

g- Estimativa das vendas realizadas pelas usinas para a industria de racdo animal.

h- Estimativa dos projetos no mercado de crédito de carbono realizadas pelas usinas.
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A ampliagdo da area plantada com cana-de-agucar no Brasil traz como consequéncia a
elevacdo do consumo de agroquimicos usados no seu manejo, ainda que esta cultura seja bem
menos exigente que outras no tocante ao uso de inseticidas e fungicidas, mesmo que
massivamente cultivada em paises emergentes (LEHTONEN, 2009). Em 2013 foi a terceira
cultura que mais consumiu agroquimicos (9%) no Brasil, perdendo apenas para soja e 0
milho. No entanto, em termos de faturamento da industria de agroquimicos, a cana perdeu
apenas para soja, resultando em um montante de US$ 1,24 bilhdo (13%) a partir das vendas
de 74 mil ton de produto comercial para esse cultivo no pais (NEVES & TROMBIN, 2014).
Tal discrepancia entre o volume total comercializado pelas empresas de agroquimicos e 0
faturamento oriundo desse mercado para a cana, demonstra que esta cultura demanda
produtos de maior valor comercial, como herbicidas (65% do total), seguida por 30% de
inseticida, 1% de fungicidas e 4% de outros produtos). Isso se explica, visto que a cultura tem
sua produtividade reduzida pela presenca de plantas “daninhas” durante seu ciclo, em face da
competicdo por nutrientes, agua, luminosidade e também por hospedar insetos-praga e agentes
fitopatogénicos (LORENZI et al., 1994). Na fase adulta, estas se entrelacam aos colmos e
folhas da cana, interferindo nas praticas culturais e na colheita (AZANIA et al., 2002).

Porém, a utilizacdo indiscriminada de agroquimicos nessa cultura, assim como em
qualquer outra, como ja mencionado, acarreta em contaminacao de solos, da atmosfera, das
aguas superficiais e subterraneas, dos alimentos, levando a efeitos negativos a organismos
aquaticos e terrestres, intoxicacdo ocupacional de trabalhadores e produtores rurais e de outros
seres humanos por consumo direto de dgua e alimentos contaminados (SPADOTTO, 2006).

Os agroquimicos chegam ao solo canavieiro pela deposicdo direta no momento da
aplicacdo, através das aguas das chuvas que os removem das partes areas das plantas, ou pela
incorporacdo da palhada apds a colheita, e podem afetar a sobrevivéncia de microrganismos
nesse ambiente, conforme o tipo de solo, da espécie vegetal cultivada, da microbiota e suas
interacdes (LANZA, MONTEIRO & MALHEIROS, 2004; SANTOS et al., 2005). Conforme
os diferentes tipos de componentes dos solos, varia a capacidade de adsorcdo dessas
moléculas, o que pode dificultar sua distribuicdo e restringir sua toxicidade (MOCHI,
MONTEIRO e BARBOSA, 2005). O potencial de poluicdo de &guas por herbicidas, a partir
de um dado solo e clima, depende da meia-vida e da mobilidade dos produtos em tal
ecossistema (MARTINEZ, 2006), conforme a caracteristicas apresentadas na Tabela 3 para

trés herbicidas — diuron, isoxaflutole e sulfentrazona.
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Tabela 3- Propriedades fisico-quimicas dos herbicidas diuron, isoxaflutole e sulfentrazona.

Propriedades do Diuron

Valor

Peso molecular, pKp=13,55

233.10 g.mol*!

Solubilidade em agua

36,4 mg.L ! (25° C) (moderada)

Pressao de vapor

6,90 x10® mm Hg (25° C)

Coeficiente octanol/agua (Kow)

589

Coeficiente de sor¢ao (Koc)

480 mL.g* (moderado)

Hidrolise e meia-vida

1490 dias (pH 5)
1240-1330 dias (pH 7)
2020 dias (pH 9)

Fotolise aquéatica e meia-vida

43,1-2180 dias (pH 7 & 25° C)

Degradacéo aerdbica no solo

372 dias

Degradacdo anaerdbica no solo 995 dias
Fotolise no solo 173 dias
Padrdo maximo de potabilidade em &gua sem risco a | 90 pg.L™*
salide (BRASIL, 2011 -Portaria MS N° 2914/ 2011)

Propriedades do Isoxaflutole Valor

Peso molecular, pKa=4,3 359,32 g.mol !

Solubilidade em agua

3,5-6,2 mg L (25° C) (baixa)

Pressao de vapor

7,5 x 10° mmHg (25° C)

Coeficiente octanol/agua (Kow)

219 (moderado)

Coeficiente de sor¢ao (Koc)

134

Hidrolise e meia-vida

11 dias (pH 5)
20 horas (pH 7)
3 horas (pH 9)

Fotolise e meia-vida em agua

6,7 dias

Degradacéo aerdbica no solo

30-56 horas

Degradacdo anaerdbica no solo

2 horas em solo aquoso

Fotélise no solo

No solo, ndo depende da luz

Padrdo méaximo de potabilidade em &gua sem risco a
salde (ANVISA s/d)

20 pg.L*

Propriedades do Sulfentrazona

Valor

Peso molecular, pK.=6,56

387.19 g.mol*

Solubilidade em agua

490 (pH 6,5)-780 (pH 7,0) ou 1600
(pH 7,5) mg L! (alta)

Pressao de vapor

1,0 x 10° mmHg (25° C)

Coeficiente octanol/agua (Kow)

1,48

Coeficiente de sor¢ao (Koc)

15-75 mL.g? (fraco)

Hidrolise e meia-vida em pH 5, 7 ou 9,0

Né&o suscetivel

Fotolise e meia-vida em agua

12 horas (pH 5)
1 hora (pH 7)
1 hora (pH 9)

Degradacéo aerobica no solo

1,5ano

Degradacdo anaerobica no solo

9 anos (em solo encharcado)

Fotolise no solo

129 dias

Padrdo méaximo de potabilidade em &gua sem risco a
satude (ANVISA s/d)

10 pg.L*t

Fonte: USEPA-Pesticides, 1995; 1996; 2001; ANVISA, s/d.
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O controle integrado baseado na somatdéria de medidas culturais (reducdo de
espacamentos de plantio e conducdo de soqueiras, para o rapido perfilhamento sombreando
precocemente o solo nas fases iniciais de desenvolvimento da cultura, e uso de variedades de
alto perfilhamento), mecanicas (utilizacdo de arados e grades), fisicas (operagdes de cultivo
de soqueiras e de “quebra-lombo”, visando o combate a plantas daninhas em pos-emergéncia)
e quimicas (CHRISTOFFOLETI et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2001), é a pratica mais
indicada para a agricultura atualmente, sendo o uso de herbicidas seletivos para a cultura da
cana-de-acucar, isto é, aqueles que ndo comprometem seu desenvolvimento e a produtividade,
fundamental (VELINI et al., 1993).

2.2.1. Diuron

O diuron (N-(3,4-diclorofenil)-N,N-dimetilureia (CoH10CI2N20) - Figura 2, pertence a
familia quimica das fenilamidas e a subclasse das fenilureias. Apresenta nimero CAS: 330-
54-1, e € um composto cristalino incolor na sua forma pura, ndo-iénico, com uma solubilidade
moderada em agua de 36 mg-L™* a 25°C. Permanece sdlido a temperatura ambiente, com ponto
de fusdo de 158-159°C e pressdo de vapor de 6,90 x10® mm Hg a 25°C; sua constante
calculada da lei de Henry é 0,000051 Pam®mol™*, caracterizando-se como n&o é volatil em
agua ou no solo (GIACOMAZZI, COCHET, 2004), e tem um coeficiente de adsorcdo ao solo
relativamente baixo, enquanto a meia-vida por hidrélise e fot6lise aquosa séo relativamente
longas. Consequentemente, é mével e relativamente persistente, e portanto, propenso a um
movimento para fora do local da aplicacdo através de um escoamento superficial, migrando
assim para as aguas subterraneas (MONCADA, 2004). E um herbicida de amplo espectro
vegetal utilizado no controle na pré-emergéncia de plantas daninhas em uma grande variedade
de culturas (SORENSEN et al., 2008).

Figura 2- Formula estrutural do Diuron.
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2015.
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O diuron é facilmente absorvido pelo sistema radicular das plantas quando em solugéo
aquosa no solo, sendo rapidamente translocado para caules e folhas, movendo-se
essencialmente através do xilema. Atua principalmente na inibicdo da reacdo de Hill (fotdlise
da agua) na fotossintese, limitando a producdo de moléculas de alta energia, tais como a
adenosina trifosfato (ATP) utilizada em varios processos metabdlicos dos fotoautotroficos.
Este herbicida acopla-se ao sitio de ligagdo que seria da plastoquinona (QB) na proteina D1,
do fotossistema Il das membranas dos tilacoides de cloroplastos, bloqueando, assim, o
transporte de elétrons da quinona A (QA) ligada a proteina D2, para QB ndo ocorre,
impedindo a posterior sintese de ATP e fixacdo de CO2 e producdo de outros compostos de
alta energia necessarios para o crescimento das plantas. Além disso, a incapacidade de QA ser
reoxidada promove a formacao da clorofila no estado tripleto, que interage com o oxigénio no
estado fundamental para formar oxigénio singleto. Tanto a clorofila tripleto como o oxigénio
singleto podem extrair hidrogénio a partir de lipidios insaturados, iniciando a peroxidacao
lipidica das membranas e a oxidacdo de proteinas, resultando na perda de clorofila,
carotenodides e agua das células e de organelas celulares, levando a desintegracdo rapida das
mesmas (HESS & WARREN, 2002).

Além da persisténcia, o diuron é considerado moderadamente toxico e muito perigoso
para 0 meio ambiente (RODRIGUES & ALMEIDA, 2005), visto que estudos de campo tém
demonstrado que é altamente propenso a lixiviacdo, e, portanto, contaminante potencial dos
recursos hidricos (RIBEIRO et al., 2007), sendo frequentemente detectado em concentracfes
que variam de 2,7 pg'mL? a 2849 ugmL™ em aguas superficiais e 0,34-5,37 pgmL?* em
aguas subterraneas (USEPA, 2013). A presenca de diuron em ambientes aquaticos pode
causar prejuizos aos organismos como € o caso de alteracBes comportamentais em peixes
dourados (reducdo de agrupamento), em concentragdes de 5 a 7 g.L! (SAGLIO &
TRIJASSE, 1998). Além destes, embrides de algumas espécies de sapos (Pacific tree frog e
Xenopus laevis) demonstram deficiéncia no crescimento e deformacBes em concentragdes de
20 mg.L?! (SCHUYTEMA & NEBEKER, 2004). Segundo TOMITA et al. (2004), a
concentracdo efetiva mediana [CE (I)so] do diuron sobre o microcrustdceo Daphnia similis €
de 1,49 mg L apds 48 h.

Nas plantas, o diuron é metabolizado atraves de uma N-demetilagdo do 4tomo de
nitrogénio, que pode ser a base da sua seletividade, e uma hidroxilagdo na posi¢éo 2 do anel
de benzeno. Em mamiferos, o0 metabolismo ocorre principalmente através de hidroxilacéo e
dealquilagdo. O metabdlito predominante em cdes é 3,4-dicloro-fenil ureia, sendo sua

posterior decomposi¢cdo similar em outros animais, plantas e solo, isto €, N-demetilacdo
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sequida pela clivagem do anel (EXTOXNET, 1996; HESS & WARREN, 2002). As duas
principais formas de degradagéo para o diuron séo a fototransformacdo (sistema Foto-Fenton,
UV 200-300 nm, ou por TiO2) e a biodegradacdo microbiana no solo (TIXIER et al., 2011).
Segundo MALATO et al. (2002), embora a fotodegradacgdo possa ser utilizada para reduzir a
contaminagdo, a mineralizacdo completa do composto s6 pode ser obtida ap6s um periodo
muito longo de irradiacdo (acima de 200 min). Portanto, a remocéo do diuron no ambiente se
deve principalmente a processos bidticos, sendo o metabolismo microbiano aerdébio a
principal forma de transformacdo do diuron (FIELD et al., 2003; GIACOMAZZI &
COCHET, 2004), que, segundo DALTON et al. (1996), inicia-se pela remocéao de grupos N-
metil. A perda do primeiro grupamento metila reduz em 50% a atividade herbicida, e a perda
do segundo elimina sua toxidez aos organismos alvo. A decomposicdo é seguida pela
remocao da ureia, o que resulta na formacdo de 3,4-dicloroanilina (DCA), amonia e CO,. A
DCA exibe maior toxicidade e persisténcia no ambiente que o composto de origem
(GIACOMAZZI & COCHET, 2004; SALVESTRINI et al., 2002). Outros metabolitos
resultantes destas demetilacBes sdo o 3-(3,4-diclorofenil)-3-metilureia (DCMPU) e o 3,4-
diclorofenilureia (DCPU), que se acumulam no ambiente e também podem ser mais toxicos
que o proprio diuron (TIXIER et al., 2001) (Figura 3).

Figura 3- Via de degradacdo aerobica do diuron e seus metabolitos.
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Fonte: BRITISH GEOLOGICAL SURVEY, 2005.

CULLINGTON & WALKER (1999) isolaram uma bactéria do solo (D47), capaz de

degradar 20 mg.L™* de diuron em 48-72 h. Para a 3,4-DCA, demonstrou-se que a via de



16

degradacdo inclui uma desalogenacdo e uma hidroxilagcdo do anel aromatico seguida de uma
clivagem pela enzima catecol 2,3-dioxigenase (TRAVKIN et al. 2003). DELLAMATRICE &
MONTEIRO (2004), por sua vez, verificaram que Acinetobacter johnsonii cresceu em meio
contendo diuron como unica fonte de carbono, e BADAWI et al. (2009) isolaram fungos do
género Mortierella de solos cultivados com plantas tratadas por diuron, clortoluron,
isoproturon e linuron, capazes de degradar linuron a metabdlitos dealquilados e 3,4-DCA.
Contudo, até entdo, nenhum microrganismo tolerante a diuron foi capaz de mineralizar
completamente a estrutura do anel fenilico ou a maioria dos metabolitos potencialmente

prejudiciais oriundos da molécula e se acumulam no ambiente (SORENSEN et al., 2008).

2.2.2. lIsoxaflutole

O isoxaflutole (IFT) ou 5-ciclopropil-4-(2-metilsulfonil-4-trifluorometilbenzoil)-
isoxaflutole (Figura 4), pertence ao grupo quimico dos isoxazois, é absorvido pelo sistema
radicular e considerado um herbicida de pré-emergéncia. Apresenta solubilidade em agua de
6,2 mg.L, sensibilidade a luz e a hidrdlise, meia-vida em agua de 9 h e no solo menor que 24
h (LIN et al., 2002; MITRA et al., 2000), sendo adsorvido pelos coldides, com baixa
mobilidade - exceto nos solos arenosos ou com baixo teor de matéria organica (RODRIGUES
& ALMEIDA, 1998; MITRA et al., 1999).

Figura 4- Formula estrutural do Isoxaflutole.
CHj3
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Fonte: SIGMA-ALDRICH, 2015.
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Uma vez no solo, na &gua e na planta, o IFT é rapidamente convertido a dicetonitrila
(DCN) (3-ciclo-propil-1-(aaa-trifluoro-2-mesil-p-tolil)-1,3-dioxo-propano-2-nitrilo), que é a
molécula biologicamente ativa no controle de plantas daninhas, por meio da clivagem do anel
isoxazole (CEZARINO, 1997), sendo mais polar do que o IFT e consideravelmente mais
estavel, ligando-se fortemente aos solos com elevado teor de matéria organica, onde

permanece mais retida. A hidrélise de IFT a DCN no solo parece ser influenciada pelo teor de
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umidade, temperatura, pH e, principalmente, por processos quimicos, ao passo que uma maior
degradacdo de DCN a BA (Figura 5) resulta de processos bioquimicos da microbiota. Em pH
9,3 a velocidade de degradacgéo € 100 vezes mais rapida do que em pH 3,8; mas a degradacao
do isoxaflutole em tampdes organicos (RCOOH/RCOONa) é consideravelmente mais rapida
do que nos inorganicos, dependendo do ndmero e da posicao dos grupos CHa substituintes
(BELTRAN et al., 2003). Esse derivado DCN € o principio ativo do herbicida com meia-vida
e solubilidade em &guas maiores que o IFT (MITRA et al., 2000), e inibe a enzima 4-
hidroxifenil piruvato dioxigenase. Esta é especifica para a sintese de carotenoides, conduzindo
a sinais de clareamento das plantas suscetiveis, seguido pela supressdao do crescimento e
necrose, ja que essa classe de pigmentos acessorios da fotossintese deixa de ser produzida.
Nas plantas, o metabolito DCN é rapidamente convertido ao derivado inativo BA (acido

benzoico).

Figura 5- Passos iniciais na degradacéo isoxaflutole (IFT). Dicetonitrila (DCN) e acido benzoico (BA)
sdo abreviagdes para 2-ciano-3-ciclopropil-1-(2-metilsulfonil-4-trifiuoro-metilfenil)propan-1,3-diona e
acido 2-mesil-4-trifluorometillbenzoéico, respectivamente.
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Fonte: AUTOR, 2015.
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O IFT e os seus metabolitos tém o potencial para lixiviar através do solo em condigdes
de alta pluviosidade, mas a répida degradagdo sob condi¢des de campo reduz a probabilidade
deste atingir as dguas subterraneas (LUSCOMBE & PALLETT, 1996), ainda que as agéncias
federais americanas apontem tal produto como um carcinégeno com alto potencial
contaminante de &guas superficiais e subterrneas, assim como seus dois derivados de
decomposigdo priméaria- DCN e BA (NELSON & PENNER, 2005).

2.2.3. Sulfentrazona

Sulfentrazona (grupo das aril-triazolinonas com nome quimico N-[2,4-dicloro-5-[4-
(difluorometil)-4,5-dihidro-3metil-5-oxo-1H- 1,2 4-triazol-1-yl]-fenil]-metanossulfo-namida
(Figura 6), € registrado no Brasil para utilizacdo nos cultivos de soja, cana-de-agucar, café e
citrus (NANDIHALLI & DUKE, 1993). Apresenta solubilidade de até 780 mg.L* (pH 7),
pressdo de vapor 1.10°° mmHg (25 °C), e é um acido fraco com uma constante de dissociacdo
(pKa) de 6,56. Logo, pode estar nas formas neutra (em pH < 6,56) e anidnica (em pH>6,56)
em solos agricolas (HESS, 1993; RODRIGUES e ALMEIDA, 2005; TOMLIN, 1994). O
herbicida sulfentrazona atua sobre a planta daninha pela inibicio da acdo da
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), causando o acumulo de protoporfirinogénio 1X e
formando o oxigénio singleto responsavel pela peroxidacdo das membranas (SCALLA et al.,
1990). Além disso, inibe a producdo de clorofila pelo blogueio da rota (DUKE et al., 1991).

Figura 6- Férmula estrutural de sulfentrazona.
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Fonte: TORONTO RESEARCH CHEMICALS, 2015.
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A aplicacdo de sulfentrazona geralmente é feita por pulverizacdo, e este pode ser
parcialmente absorvido por particulas coloidais do solo, lixiviar e degradadar através de

processos fisicos, quimicos e bioldgicos, ou ser absorvido pelas plantas (VELINI, 1992).


http://www.trc-canada.com/Structures/S699290.png

19

Todos estes processos sdo dependentes do solo, das condi¢Bes climaticas e também das
caracteristicas do herbicida. Devido a suas caracteristicas fisico-quimicas, o sulfentrazona ndo
necessita ser incorporado mecanicamente, uma vez que ndo ocorrem perdas significativas por
volatilizacao e, por outro lado, em razdo de sua classe de solubilidade, a incidéncia normal de
chuvas é suficiente para incorporar o produto na camada superficial do solo onde estd
concentrada a maior parte das sementes de plantas daninhas com potencial de germinagéo,
mesmo em situacdes de grande cobertura de palha (plantio direto) (GREY et al., 2000).

A adsorcdo € um dos processos que controlam a degradacdo de sulfentrazona, e tem
sido extensivamente caracterizada em solos de climas ndo-tropicais. No entanto, ha pouca
informacdo sobre o processo de adsor¢do do mesmo em solos tropicais (MARTINEZ et al.,
2008). Em solos arenosos com valores de pH que excedem seu pKa, sua adsorcdo diminui e
cresce sua susceptibilidade a lixiviacdo e escorrimento superficial (GREY et al., 2000). O
herbicida é altamente persistente e mdvel nos solos brasileiros, e portanto, percola atingindo
as aguas subterrdneas (POLUBESOVA et al, 2003; MARTINEZ et al., 2008), sendo
considerado perigoso ao meio ambiente (USEPA, 1996; AGROFIT, 2004).

A molécula de sulfentrazona ndo é suscetivel a fotodecomposicdo apds sua aplicacao
no solo e apresenta resisténcia a hidrolise quimica (KABLER & WILLIAMSOM, 1991;
SCHOCKEN, 1994) mas a fotélise em agua resulta em produtos desclorados hidroxilados. A
exposicdo prolongada a luz solar causa a clivagem dos anéis aromatico e triazol resultando em
fragmentos de triazol e resorcinol, bem como a CO e CO2 (WILLUT et al., 1997).

Alguns estudos revelaram que a meia-vida deste herbicida pode variar de 110 a 280
dias, dependendo do solo e das condi¢des ambientais (HATZIOS, 1998). REDDY & LOCKE
(1998) estudaram a interacdo de sulfentrazona e microrganismos do solo utilizando o método
do carbono marcado no radical da molécula de fenol, e constataram que apds 77 dias de
incubacdo, apenas 2,1% de sulfentrazona-14C foram degradados a 14CO; por respiracao,
concluindo que a populagdo microbiana edéafica nativa apresentou uma pequena adaptacéo ao
herbicida, ndo sendo possivel dissipar e degradar o produto. Isso sugeriu que tal via ndo era a
mais eficiente para a sua remocdo do meio ambiente. Da mesma forma, segundo JOHNSEN
et al. (2001), o produto pode atuar negativamente sobre a diversidade microbiana de solos.

Por outro lado, RODRIGUES & ALMEIDA (1998) afirmaram que a decomposicao
microbiana parece ser a via mais importante de degradacéo desse produto no solo, resultando
primariamente, sequndo SINGER & SCHOCKEN (1991), em hidroximetil-sulfentrazona que
é oxidado a sulfentrazona-3-acido carboxilico. OHMES et al. (2000) também relataram que a

biodegradacdo microbiana € um mecanismo importante na dissipacdo de sulfentrazona uma
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vez que solos autoclavados apresentaram uma decomposi¢do muito lenta desse produto.
Segundo BEULKE et al (2004), sua disponibilidade para a microbiota depende de fatores
como temperatura e umidade do solo, ja que ambos afetam a sua adsorcdo e, portanto, sua
bioatividade e persisténcia. O metabolismo de sulfentrazona em animais e plantas é similar. O
maior metabdlito em plantas é o 3-hidroximetilsulfentrazona (HMS), sendo ainda formados o
3-desmetilsulfentrazona (DMS) e o &cido sulfentrazona-carboxilico (SCA).

2.3. Degradacao microbiana de agroquimicos

O consumo de agrotdxicos em varios paises depende do tipo de planta cultivada e da
area agricola total (VERMA et al., 2014), porém, o uso intenso e frequente leva a sua maior
concentracdo no solo, tornando-se parte do humus ou entrando na cadeia alimentar
(biomagnificacdo), e também a selecdo de populacbes de microrganismos, reduzindo ou
eliminando algumas e elevando outras (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2013). Isso altera o
intervalo disponivel para degradacdo desses produtos (ODUKKATHIL & VASUDEVAN,
2013). Em algumas situacfes, 0 aumento na atividade de certos microrganismos acelera a
degradacdo (LEWIS et al, 1978; POZO et al, 1994).

Varios outros fatores influenciam a velocidade de decomposic¢do, tais como a estrutura
quimica dos poluentes, pH, concentracdo de célcio, peréxido de hidrogénio e a carga
organica. Devido ao grande potencial de contaminacdo por residuos dessas moléculas e a
variacdo no tempo necessario para a degradacdo natural, varios sdo os processos utilizados
para remediacdo dos ambientes afetados, tais como adsorcdo, filtros, tratamento bioldgico, e
degradacdo por processos oxidativos avancados (POA) que utilizam como catalisador
TiO2/UV, reagentes de foto-Fenton (FR) (LEGRINI et al, 1993), e 0s processos de
ozonizagdo com Oz O3/UV, e 0O3/H.0, (MASTEN & DAVIES, 1994; CARDEAL et al.,
2011). Por outro lado, devido a capacidade degradadora de muitas espécies de
microrganismos resistentes a estes, 0s mesmos tem sido rastreados para eliminar ou reduzir de
forma acentuada os niveis de agrotoxicos (biorremediacéo) utilizados na agricultura (UETA et
al., 1999; CARDEAL et al., 2011).

Os rétulos das embalagens dos herbicidas frequentemente registram as frequéncias das
aplicagdes conforme a textura e o teor de matéria organica do solo, com a finalidade de dispor
produto suficiente para superar as limitacGes de sua biodisponibilidade para as plantas
causada pela sor¢do (BASF, 2011). De fato, a concentracdo do composto em solucdo é
bastante importante para predizer tanto a atividade do herbicida quanto a sua cinética de
degradacéo (SIMS et al., 2009)
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Os herbicidas e seus metabolitos constituem uma importante classe de contaminantes
do solo e das aguas superficiais e subterrneas. Seu destino € regido principalmente por
interacdes entre 0os componentes presentes no solo e, em particular, com minerais argilosos e
com a fracdo organica. Varios estudos, particularmente nas areas da quimica e da agronomia,
investigaram a adsor¢do desses poluentes por argilas, substancias hdmicas e sedimentos
(BOURAS et al, 2007). Enquanto as interacbes quimicas e fisicas com o solo sdo
propriedades intrinsecas de um herbicida, os efeitos resultantes sobre as taxas de
biodegradacdo dependem do tamanho da populacdo microbiana, e, portanto, podem estar
sujeitas a alteragdes (SIMS, 2014).

A estrutura molecular de cada agroquimico determina, pelo menos parcialmente o grau
com o que ele afeta o ambiente. A presenca de grupos funcionais contendo oxigénio,
nitrogénio e enxofre tendem a tornar 0s compostos organicos mais reativos, tanto quimica
quanto biologicamente, mais sollveis em &gua e menos volateis quando comparados aos
hidrocarbonetos com o mesmo ndmero de carbonos. A presenca de halogénios também torna
0 composto menos soluvel em agua, mais volatil e menos reativo, tornando-o mais estavel e
persistente no ambiente (SILVA & FAY, 2004).

A decomposicao bioldgica de agroquimicos é a forma mais importante e eficaz para
remover estes compostos do ambiente. Os microrganismos tém a capacidade de interagir,
tanto quimicamente como fisicamente, com substéncias levando a alteragfes estruturais ou a
degradacdo completa da molécula alvo (RAYMOND et al., 2001; WIREN-LEHR et al.,
2002).

Alguns agroquimicos sdo moléculas quirais. Dessa forma, os estudos ambientais tém
historicamente negligenciado a determinagéo dos efeitos adversos associados em particular a
enantibmeros, incluindo persisténcia no meio ambiente. A assinatura racémica permanece
inalterada por mecanismos de remocdo fisico-quimica. No entanto, a biodegradacdo e o
metabolismo biologico podem ser enantioseletivos, e resultarem em diferentes efeitos e
destinos no ambiente (LI et al., 2001; MONKIEDJE et al., 2003)

Processos fisicos, quimicos e biolégicos regulam a mobilidade dos herbicidas e sua
degradacdo no solo: aguas das chuvas e de irrigacdo podem mover os herbicidas ao longo do
perfil do solo; locais com minerais argilosos e/ou matéria organica de cargas negativas podem
adsorver os herbicidas em sua forma catiénica no pH do solo. A atividade microbiana pode
promover a transformacao do herbicida, diferentes processos de transferéncia e de degradacédo
controlam a movimentacéo e o destino do produto no meio (BRASCHI et al, 2011).

O tempo necessario para a degradagdo do agroquimico é importante para avaliar se 0S
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poluentes apresentam persisténcia no meio ambiente. O desaparecimento desses compostos
esta relacionado a diversos fatores, tais como, pH, temperatura, luz, oxigénio e quantidade de
matéria organica, que alteram a cinética de degradacdo (DYSON et al., 2002). Porém,
algumas raz6es podem levar a persisténcia dos agroquimicos, como por exemplo, a inibicédo
da sintese de enzimas microbianas que atuam na degradagdo desses compostos; a
impossibilidade do agroquimico penetrar na célula microbiana pela falta de enzimas
adequadas; a insolubilidade do composto na solucdo do solo, indisponibilizando-o para as
reacOes bioquimicas, e o alto poder de adsorcdo do agroquimico as particulas do solo, entre
outras (MUSUMECI, 1992).

Os herbicidas, por exemplo, variam quanto a sua persisténcia no solo uma vez que sao
guimicamente heterogéneos, e suas estruturas determinam seu grau de estabilidade, como no
caso de algums anéis aromaticos substituidos (-F, -Cl, -NOz2, -NH, -CF3, -SO3H) que ocorrem
em picloram, atrazina, flazasulfuron e outros herbicidas. Além disso, as moléculas insollveis
em &gua sdo menos susceptiveis ao ataque microbiano, porque estas podem adsorver-se
fortemente as particulas e, assim, ficar menos disponiveis (GAVRILESCU, 2005;
CHOWDHURY et al., 2008).

Os estudos cinéticos para avaliar a degradacdo de contaminantes organicos podem ser
efetuados e avaliados através da taxa de mineralizacdo do composto (DYSON et al., 2002).
Esta taxa de mineralizacdo é determinada pelo monitoramento de compostos inorganicos,
como COg, ClI', SO4*, NO3 e POs*. O método mais comum de analise é a determinagéo do
carbono organico total (COT). E uma medida répida de elevada confiabilidade e sensibilidade
em niveis de pg.L-! (CARDEAL et al, 2011).

Existem diferentes origens para microrganismos capazes de degradar agroquimicos.
Uma vez que sdo aplicados principalmente nas culturas agricolas, o solo € 0 meio que mais
recebe esses produtos quimicos, além de efluentes da industria, lodo de esgoto, lodo ativado,
aguas residuais, aguas naturais, sedimentos, areas em torno de fabricas de pesticidas, e até
mesmo alguns organismos. Varios microrganismos foram caracterizados e identificados por
crescerem e degradarem pesticidas. O isolamento e caracterizacdo destes abre a possibilidade
de se obter novas ferramentas para restaurar ambientes poluidos ou tratar residuos antes da
disposicéo final (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2011).

Os microrganismos do solo decompdem coletivamente varios compostos xenobioticos
e retornam os produtos na forma de sais minerais que serdo utilizados pelas plantas. Assim,
elas desempenham um papel importante na dissipacdo de pesticidas no solo. Os

microrganismos, especialmente bactérias, devido a exposi¢do continua a este tipo de estresse
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ambiental, desenvolveram um sistema geneticamente determinado contra estes agentes
toxicos (PARSEK et al., 1995).

As populacdes microbianas tanto de solo ou de ambientes aquaticos sdo compostas de
diversas comunidades, sinergisticas ou antagonistas, em vez de uma Uunica cepa. Em
ambientes naturais, a biodegradacdo envolve a transferéncia de substratos e produtos para
dentro da comunidade microbiana de forma bem coordenada, um processo conhecido como a
cooperacdo metabolica. Os microrganismos tém a capacidade de interagir, quimica e
fisicamente, com as substancias e conduzem alteragdes estruturais ou a degradacao completa
da molécula-alvo. Entre as comunidades microbianas, bactérias, fungos e os actinomicetos
sdo os principais transformadores e degradadores de pesticidas (ABRAHAM et al., 2002;
BRICENO et al., 2007). Os fungos geralmente biotransformam pesticidas e outros
xenobidticos através de alteragfes estruturais minimas na molécula, tornando-as néo tdxicas.
O pesticida biotransformado é entdo liberado para 0 meio ambiente, onde estara suscetivel
ainda mais a uma degradacdo mediada pelas bactérias (DIEZ, 2010).

O metabolismo de agroquimicos pode envolver trés fases. Na Fase |, as propriedades
iniciais do composto original sdo transformadas através de reac6es de oxidacdo (hidroxilacéo,
dealquilacdo, deaminacdo e formacdo de sulfoxidos), reducdo (azo-reducdo e adicdo de
hidrogénio) e hidrélise. Estas reacGes expdem ou introduzem um grupo funcional (-OH, —
NH2, —SH ou —COOH), geralmente resultando em um pequeno aumento na hidrofilicidade, ou
na producdo de um modo geral de um produto menos téxico que o composto original. A Fase
Il envolve a conjugacdo do pesticida ou de seu metabolito a um acglcar ou aminoacido, isto
aumenta a solubilidade em &gua e reduz a toxicidade em compara¢do com 0 composto
original. E a Fase Ill envolve a conversdo dos metabolitos da Fase Il em conjugados
secundarios, que também ndo apresentam toxicidade. Nestes processos, fungos e bactérias
estdo envolvidos na producdo de enzimas intra- ou extracelulares, incluindo hidrolases,
peroxidases, oxigenases, etc. Os co-fatores para estas reacOes reagem com 0S Qrupos
funcionais que estdo presentes nos xenobidticos ou sdo introduzidas/expostas durante a Fase |
do processo de biotransformacdo (Van EERD et al., 2003; PARKINSON & OGILVIE, 2010;
ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2011).

Devido a diversidade de produtos quimicos utilizados na composi¢do dos pesticidas,
0s processos bioquimicos envolvidos na biorremediacdo requerem uma grande variedade de
mecanismos cataliticos, e, portanto, uma grande variedade de classes enzimaticas (ORTIZ-
HERNANDEZ et al., 2013). Os microrganismos envolvidos neste processo estdo altamente

adaptados e tém a capacidade de degradar os compostos recalcitrantes através da introdugéo
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de novos genes, que codificam enzimas que podem usar esses compostos como substratos
primarios (SUENAGA et al., 2001). Os genes que codificam as enzimas envolvidas no
processo de degradacdo estdo localizadas nos plasmideos (plasmideos anti-catabolicos)
(LAEMMLI et al., 2000).

A degradacdo de compostos xenobidticos, tais como a atrazina e nitrotolueno
ocasionalmente é mediada através da troca de material genético entre cepas bacterianas, que
carregam 0s genes responsaveis por diversas funcdes na rota catabdlica (De SOUZA et al.,
1998). A degradacdo depende principalmente da resposta adaptativa das comunidades
microbianas que incluem tanto o enriquecimento seletivo (resultando na amplificagcdo dos
genes) e nas alteracBes genéticas (que incluem principalmente a transferéncia de genes ou
mutacdo). Com a mobilizacdo de sequéncias silenciosas em rotas catabolicas funcionais e o
aumento da variedade do substrato por mutacdes graduais ou espontaneas, a recalcitrancia de
varios poluentes tdxicos sintéticos certamente decrescera (SINHA et al., 2009).

Entre as diferentes reagdes que um composto xenobidtico pode sofrer no ambiente, a
mineralizacdo é a mais desejavel, uma vez que ela gera carbono e energia para o crescimento
microbiano e previne o acimulo de intermediarios potencialmente perigosos no ecossistema
natural. Dada a grande diversidade dos xenobidticos e dos microrganismos degradadores,
espera-se que diferentes reacOes de transformacao, catalisadas por microrganismos, estejam
envolvidas no processo de degradacdo. Essas reacfes podem ser agrupadas em: oxidativas,
redutivas, hidroliticas ou polimerizacdo (SILVA & FAY, 2004). Assim, a disponibilidade de
tais microrganismos sob estresse ocasionados pelos agroquimicos podem fornecer uma
solugdo eficiente, mais barata e ambientalmente correta para a biorremediacdo de solos
contaminados por estes compostos (PALLUD et al., 2004).

2.4. Bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

Bactérias podem favorecer o crescimento vegetal (|IBPCV) de diferentes formas, seja
protegendo-as contra patdégenos e pragas potenciais, seja favorecendo a assimilacdo de
nutrientes e substancias vitais. No caso de bactérias utilizadas no controle biolégico de
patdgenos, pragas ou ervas daninhas, 0os mecanismos envolvidos incluem o antagonismo
através da disputa por espago e nutrientes ou a antibiose direta (producdo de toxinas, anti-
toxinas ou anti-metabolitos, enzimas hidroliticas, etc) e através da indugdo de mecanismos de
defesa da planta (SOUZA, 2001; WEYENS et al., 2009). Por outro lado, o crescimento
vegetal pode também ser estimulado de forma mais direta pelo aumento na disponibilidade de

certos nutrientes para as plantas, como a fixagédo biologica de nitrogénio ou a solubilizacao de
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fosfato inorganico (espécies de Pseudomonas, Bacillus e Agrobacterium), a mineralizacao de
fosfato organico (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999) ou a producio de fitormdnios como o
denonminado &cido indolacético (AlA) ou auxina (atua no desenvolvimento da raiz e na
divisdo celular), o etileno, as citocininas, o acido abscisico e as giberelinas, influenciando o
equilibrio hormonal da planta (BERG, 2009). O AIA, por exemplo, é sintetizado por varias
vias bioquimicas, mas a principal rota presente em bactérias é a que utiliza o triptofano como
precursor (PATTEN & GLICK, 1996), e evidéncia para tal foi obtida a partir da deteccéo de
intermediarios, de enzimas capazes de converte-los in vivo novamente em AIlA e atividade
biolégica. Esses microrganismos realizam uma conversdo oxidativa quando na presenca de
peroxidases e de radicais livres (SILVA, 2010).

As BPCV representam uma potencial alternativa contra o uso intensivo de fertilizantes
artificiais e de agrotdxicos nos sistemas agricolas de importancia econémica (CARVALHAIS
et al., 2013), e tem sido utilizadas especialmente para promover a biodisponibilidade de
fosforo para as plantas, pois ainda que o solo seja um grande reservatério deste, as
concentracdes das formas soluveis disponiveis de fosforo para as plantas [0s ions monobasico
(H2POs) e diabasico (HPO42)] sdo geralmente muito baixas, visto que a maior parte
encontra-se sob as formas insolUveis ndo absorviveis. Tais bactérias, portanto, atuam como
substitutos ideais de fertilizantes quimicos fosfatados (KHAN et al., 2009) e a solubilizagédo
de fésforo inorganico decorre tipicamente da acdo de acidos organicos de baixo peso
molecular por elas secretados, como o &cido glucénico e o acido citrico. Por outro lado, a
mineralizacdo de fosforo organico ocorre através da sintese de varias fosfatases, que catalisam
a hidrolise de ésteres fosféricos. E importante ressaltar que a solubilizagio de fosfatos e a
mineralizacio podem coexistir na mesma estirpe bacteriana (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999;
RODRIGUEZ et al., 2004; TAO et al., 2008), e que grupos bacterianos que possuem mais de
um dos mecanismos promotores do crescimento vegetal sdo almejados e rastreados para uma
possivel aplicagdo no campo, visando o aumento da producéo agricola (VERMA et al., 2001).

No entanto, alteragdes ambientais podem modificar o efeito exercido por determinado
grupo de BPCV. Uma populacdo bacteriana fixadora de nitrogénio ou solubilizadora de
fosforo (elementos que muitas vezes estdo presentes em quantidades muito limitadas em
varios solos), pouco provavelmente gera qualquer beneficio as plantas na presenga de
quantidades significativas de fertilizantes quimicos no solo. Além disso, € possivel que atue
de formas distintas em diferentes plantas (DUBEIKOVSKY et al., 1993).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

Isolar microrganismos de solo oriundo de lavoura canavieira (S.A Usina Coruripe
Aclcar e Alcool) que sejam tolerantes aos herbicidas diuron, isoxaflutole e sulfentrazone e
avaliar sua capacidade de promover crescimento de plantas.

3.2.  Especificos:

3.2.1. Selecionar entre os microrganismos isolados aqueles capazes de crescer em meios
contendo como fontes de carbono apenas um dos herbicidas testados [Diuron (3- (3,4 —
dicloro-fenil)1,1-dimetilureia); Sulfentrazona (2',4'-dicloro-5'-(4-difluorometil-4,5-dihidro-3-
metil-5-ox0-1H-1,2,4-triazol-1-il)meta-no-sulfonanilida);  Isoxaflutole  (5-ciclopropil-1,2-
oxazol-4-il,o,a,0-trifluoro-2-mesil-p-tolil metanona)], nas concentracdes de 0-1000 pg.ml™,
3.2.2. Submeter os isolados selecionados a provas bioquimicas que favorecam sua
identificacdo presuntiva e avaliar sua capacidade em degradar compostos recalcitrantes.

3.2.3. ldentificar molecularmente as espécies selecionadas através da amplificacdo e
sequenciamento da subunidade maior do rDNA (16S).

3.2.4. Avaliar a cinética de crescimento dos microrganismos isolados frente a diferentes
concentragdes dos herbicidas (10, 25, 50 e 100 ug.mlt) em cultura submersa, analisando a
toxicidade via atividade desidrogenase dos herbicidas aos microrganismos.

3.2.5. Avaliar a possivel atividade dos isolados bacterianos selecionados na solubilizacéo de
fosfato em presenca de diferentes concentracdes dos herbicidas testados, e sua possivel
producdo de auxina (AlA- &cido indol acético) in vitro.

3.2.7. Avaliar se os isolados bacterianos selecionados sdo capazes de promover a germinagao

de sementes e crescimento vegetal de plantulas milho na presenca dos herbicidas testados.
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4. MATERIAL E METODOS
A Figura 7 abaixo sintetiza as atividades experimentais desenvolvidas neste estudo.
Figura 7- Fluxograma das etapas experimentais desenvolvidas.
Coleta de amostras de solo
v
Isolamento dos microrganismos
v
Caraterizacdo morfo-bioquimica
dos isolados
|
Ensaio degradacéo/tolerancia a Avaliacdo das atividades
agroquimicos em meio sélido enzimaticas
I |
Identificacdo molecular (rRNA 16S)
v —
. ~ . —> Solubilizacgéo de
Cinética de degradacdo agrogquimicos Fosfato
em meio liquido
v
Ensaios para promogao do > Producédo de Auxina
crescimento vegetal
> Bioensaio com
sementes de milho
Fonte: AUTOR, 2015.
4.1. Coleta de solo com antigo cultivo de cana-de-acUcar para isolamento de

microrganismos
Amostras de solo do tipo Argissolo Amarelo distrofico abrupto fragipanico

(areia:silte:argila = 800:70:130g.Kg%, carbono organico Total= 1,22 g.Kg?, conforme estudos
de MAIA & RIBEIRO, 2004), com histérico de 40 anos de cultivo de cana-de-acUcar e

tratamento com herbicidas, foram coletadas a 10 cm de profundidade (horizonte A), em trés

sitios de lavoura canavieira (S. A. Usina Coruripe Agtcar e Alcool) localizada em Coruripe,
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Estado de Alagoas, Brasil. Todos os sitios situados entre a saida da ultima lagoa (G) da
estacdo de tratamento de efluentes (ETE) (Figura 8) e o canal receptor de &dguas percoladas (-
10°7°31.5264”’S; -36°15°37.1088”0). Os pontos de coleta foram denominados ASG (anterior
a lagoa G), SG (saida de &guas da lagoa G) e PR (préximo ao canal receptor) (Figura 9). As
amostras foram transportadas imediatamente, sob refrigeracdo, para o Laboratorio de
Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental (LBPMA) da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL), onde foram acondicionadas até o uso.

Figura 8- Esquema dos sitios de coleta de solo (a, b e c) proximos a lavoura canavieira e lagoas da
estacdo de tratamento de efluentes (ETE) da matriz da S.A. Usina Coruripe Acucar e Alcool (Coruripe
— AL), com pocos de monitoramento de aguas subterraneas (PMX,PMY,PMZ) e canais de captagdo de
agua para irrigagéo.

]
Canal PR b b
LagoaF o T
T i
o
Jw 3

Agua de Lavagem Canal para !
de cana Captacho Lateral : “J#u\l
) PHH!

VR S e R

Fonte: AUTOR, 2015.

Figura 9- Aspecto do local de coleta do solo proximos a lavoura canavieira da matriz da S.A. Usina
Coruripe Aclcar e Alcool (Coruripe — AL). a) Ponto SG (saida de aguas da lagoa G), b) PR (préximo
ao canal PR) e c) Ponto ASG (anterior & saida de aguas da lagoa G).

“Fonte: AUTOR, 2015.
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4.2  Meios de cultivo para isolamento e manutengdo de microrganismos
4.2.1. Agar- nutriente (AN)

O meio AN foi preparado e esterilizado conforme descrito por NEDER (1992)
(Apéndice 1), e posteriormente utilizado na repicagem individual das colnias de bactérias

previamente isoladas ou para a manutencgéo das culturas.

4.2.2. Meio minimo Jones & Edington (J.E.) (liquido e so6lido)

O referido meio de cultura (Apéndice 1) foi preparado e esterilizado como descrito por
(JONES & EDINGTON, 1968), excetuando-se a adi¢cdo de &gar bacteriolégico no caso do
caldo J.E. Apds resfriamento, diferentes volumes de solugbes estoque (em acetona) filtradas
(membrana 0,22 um) de cada um dos trés herbicidas comerciais utilizados neste estudo foram
acrescidos a frascos contendo tal meio, para gerar concentragdes de 25,50,100, 250, 500 e

1000 ug.mL™. No tratamento controle acrescentou-se apenas 0 mesmo volume de acetona.

4.3.  Isolamento dos microrganismos de solo tolerantes a trés herbicidas

O isolamento de microrganismos foi efetuado no intuito de obter uma populacdo
microbiana cultivavel e com a habilidade de tolerar e biodegradar compostos xenobidticos
recalcitrantes, tais como os herbicidas utilizados no cultivo de cana-de-aglcar. As amostras de
solo (5 g) foram individualmente inoculadas em 95 mL de meio minimo J.E., preparado
conforme item 4.2.2 e suplementado com um dos herbicidas (Diuron, Sulfentrazona e
Isoxaflutole) utilizados neste estudo (concentracdo final de 50 pg/mL), contido em
Erlenmeyers (250 mL), os frascos forame homogeneizados antes de serem submetidos a
agitacdo orbital (120 rpm) em Banho-Maria (30 £1 °C) por 2 h.

Em seguida, as culturas foram diluidas com agua destilada estéril (1:10%, 1:10%, 1:10?
e 1:10 v/v) e retiradas aliquotas de 100 pL de cada diluicdo para serem inoculadas em placas
de Petri contendo meio agar nutriente (AN), contido em placas de Petri. Esse material foi
incubado a uma temperatura de 30 + 1°C (escuro). Todos os procedimentos foram realizados
em triplicatas para cada amostra.

As placas foram submetidas a diferentes intervalos de tempo de incubacdo (18, 24, 48
e 72h). Em seguida foram efetuadas avaliagdes macroscopicas das culturas para a deteccdo de
unidades formadoras de colénias (UFC). Realizou-se, entdo, a repicagem individual das
diferentes coldnias presentes para novas placas de meio AN, incubando-se as mesmas em

condicdes similares ao ja descrito. Cada isolado recebeu uma identificacdo preliminar baseada
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no local de coleta, sendo estes preservados em meio contido em placas de Petri e tubos com
AN submetidos a condigdes de refrigeracdo (6 £ 2 °C) e incubadora (30 + 1°C). Os isolados
mantidos sob refrigeracdo foram reativados a temperatura ambiente e reinoculados a cada 4

meses, sendo utilizados sempre ap6s 24h de incubacdo (30 = 1°C,escuro).

4.4. Avaliagdo da toleréncia/degradacao de agroquimicos

As bactérias isoladas foram inoculadas em meio mineral J.E. sélido contendo um dos
trés agroquimicos citados como Unica fonte de carbono. Foram empregadas diferentes
concentragdes (25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pug.mL™) em placas de Petri, em triplicatas. As
culturas foram incubadas ao abrigo da luz (30 + 1 °C) e a avaliacdo do crescimento foi
realizada através do monitoramento do crescimento da colénia bacteriana de 120 a 168h ap6s
a inoculacéo.

Os microrganismos com melhor crescimento sobre os trés agroquimicos foram
selecionados para 0s ensaios da cinética de crescimento, determinacgdo de algumas atividades
enzimaticas extracelulares e caracterizagdo microscopica e bioquimica, através de distintas

coloragdes e inoculagdes em meios diferenciais (item 4.6).

4.5. Caracterizacdo morfo-cultural e bioquimica das linhagens tolerantes a altas

concentracodes dos herbicidas estudados
4.5.1. Aspectos morfolégicos

Foram utilizadas as coloracfes diferenciais para determinacdo da constituicdo da
parede celular de bactérias (Gram, utilizando cristal de violeta, lugol e safranina), da
existéncia de endosporos (verde-malaquita) e da alcool-acido resisténcia das paredes (Fuccina
fenolada, de Ziehl-Nielsen), conforme descrito por NEDER (1992). Utilizou-se, ainda, 0

método descrito por SUSLOW et al. (1982), o qual visa a confirmacdo do método de Gram.

4.5.2. Aspectos bioquimicos/fisioldgicos

A caracterizacdo bioquimica dos isolados que apresentaram maior tolerancia aos trés
herbicidas testados foi efetuada através do cultivo em meios diferenciais, tanto contidos em
placas de Petri quanto em tubos de ensaio. Os meios utilizados, conforme descrito por SILVA
(1996), foram: Agar MacConkey, Trés Glicidios e Ferro (T.S.l.), Agar Citrato de Simons,
Agar-Ureia, e SIM (Sulfito—Indol-Motilidade). Também foram efetuadas provas para detectar
atividade de Catalase (SILVA, 1996), celulase (RYCKEBOER et al., 2003), ligninase
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(DHOUIB et al., 2005) e de fenoloxidase (CONCEICAO et al., 2005). Para esta Gltima, ao
meio AN acrescentou-se 0,5% de &cido galico, e apos esterilizacdo (120°C, 1 atm, 10 min), o
meio vertido em placas de Petri e posteriormente solidificado foi inoculado conforme nos
demais ensaios (100 puL de suspensdo aquosa com 1x108 células.mL™, cultura com 24 h), e

incubado por 7 dias (30 = 1 °C, no escuro), em triplicata para cada isolado.

4.5.3. Identificacdo molecular (anélise das Sequencias do Gene 16S rRNA) das linhagens
selecionadas (mais tolerantes a altas concentrac6es dos herbicidas e capazes de
degradar peroxido, uréia, celulose ou fendis)

Das linhagens bacterianas isoladas de solo com longo histérico de cultivo de cana,
que, além da capacidade de tolerar as altas concentragdes dos herbicidas estudados, também
foram habeis em degradar perdxido, uréia, celulose ou fendis, quatro foram selecionadas e
submetidas a extracdo de seu DNA total utilizando a lise térmica e a série comercial de
reagentes Quiagen® (QlAamp, DNA Mini Kit), conforme instrucGes do fabricante. Uma vez
verificada a quantidade e pureza do DNA extraido através da medida da absorcédo
espectrofotométrica a 260 e 280 nm, realizou-se o processo de amplificagcdo do gene universal
amplamente utilizado para identificacdo de bactérias em geral, o 16S rRNA. Para tanto, a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada no volume final de 50 pL. As reacOes
individuais foram compostas de &gua ultrapura estéril isenta de DNAse e RNAse, tampéo de
reacdo 1X, 3 mM de MgClz, 0,2 mM de cada dNTP ([dATP, dCTP, dGTP, dTTP] 10 mM),
100 ng de cada iniciador direto e reverso [PA-forward (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-
3’) e PH-reverse (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3")] e 1,5 U da enzima Taq
polimerase (Promega), totalizando 45ulL dessa mistura para serem acrescidos de 5 uL do
DNA alvo extraido. Todo o procedimento foi realizado sob gelo. As reagBes seguintes,
utilizando termociclador, foram realizadas mediante a programacao das condi¢Oes descritas:
pré-desnaturacdo a 95°C por 5 min, seguido por 40 ciclos a 94°C por 30 s, 55°C por 1 min e
72°C por 1,5 min e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 min.

Ap0s o término do processo de amplificacdo, a verificacdo da eficiéncia da reacédo foi
realizada através de eletroforese em gel de agarose [1% (p/v) em tampdo TBE 1X com
brometo de etidio 0,5 pg.mL™?] , adicionando-se aos pogos do gel 5 L. do DNA amplificado
na PCR ou de um marcador de 100 a 2000 pares de bases (Invitrogen), adicionados de 2 uL
de tampéo de carregamento [0,025% (v/v) de azul de bromofenol e 50% (v/v) de glicerol]

para verificacdo do segmento amplificado (cerca de 1200 pb). A corrida foi realizada por 40
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min a 70V. O produto da PCR foi visualizado em um transiluminador sob luz ultravioleta
(UV), sendo observada a possivel presenca de contaminantes. A imagem foi capturada e
registrada em fotocodumentador Gel Logic 100 (Imaging System) com o auxilio do programa
Molecular Imaging (Kodak). Os produtos da PCR foram armazenados em freezer a -20°C até
a etapa seguinte.

Para purificacdo dos produtos da PCR, foi utilizado o kit GFX PCR DNA lllustra (GE
Heathcare), para digestdo dos restos de iniciadores e dNTPs néo utilizados na amplificacao, e
posterior utilizacdo como molde de DNA para a reagdo de sequenciamento em microplacas
com 96 pogos (MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate da Applied Biosystems) com o kit
comercial BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems),
utilizando como iniciadores diretos [PA-F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 926-F
(5’-AACTCAAAGGAATTGACGG-3")] e reversos [PH-R(5’-AAGGAGGTGATCCAGCC
GCA-3’), 519-R (5’-G(AT)ATTACCGCGGC(GT)GCTG-3") e 1093-R (5’-GTTGCGCTC
GTTGCGGGACT-3’), além dos iniciadores universais 1831 (5’-GAGGAACACCGATGG
CGAAGGC-3") e 1832 (5’-GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT-3)]. Em ambos os casos,
seguiu-se as recomendacOes dos fabricantes.

Posteriormente, os produtos gerados em cada um dos pocos de reacdo da microplaca
foram incubados a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 15 min com 80 pL de uma
solugdo com 75% de isopropanol v/v, precipitados e centrifugados (Centrifuga 5810R-
Eppendorf) por 45 min a 4000 rpm (21°C), e o sobrenadante desprezado pela inverséo
cuidadosa da microplaca em papel de filtro. Apds inverter novamente essa microplaca sobre
novo papel de filtro, centrifugé-la por 1 min a 900 rpm (21°C) e leva-la ao termociclador para
secagem a 75°C por 5 min, os precipitados foram ressuspensos em 10 pL de formamida para
desnaturacdo, e as microplacas centrifugadas por 1 min a 900 rpm (21°C), incubadas para
secagem por 5 min a 95°C, e entdo imediatamente submetidas a choque térmico em banho de
gelo antes da submissdo ao sequenciador automatico. A separacdo dos fragmentos
nucleotidicos do DNA foi realizada no sequenciador (ABI PRISM 3100 DNA Sequencer da
Applied Biossystem), utilizando-se a voltagem de 1,6 kV por 10 s na injecdo da amostra,
sendo cada corrida realizada a 60°C, por 2800 s, a 5 pAmp e 13,4 kV. As sequéncias totais do
rRNA 16S foram editadas utilizando o programa SeqMan versdo 7.0 (DNASTAR Lasergene),
e comparadas aquelas depositadas no banco de dados de sequéncias do GenBank, EzTaxon e

Ribosomal Database Project 11.
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4.6. Cinética de crescimento de bactérias tolerantes (meio liquido) aos herbicidas
testados, em cultivo liquido em diferentes concentracoes
Foram selecionadas as 4 bactérias que apresentaram os melhores desempenhos frente
aos mesmos em meio solido (maiores concentracfes testadas) e capazes de produzir trés ou
mais enzimas extracelulares. Para a avaliacdo da cinética dos isolados foi utilizado o meio
Caldo nutriente na concentracdo de 1% de seus constituintes (meio descrito no item 4.11 sem
a adicdo de agar) contendo um dos trés herbicidas estudados (10, 25, 50 100 ug/mL). O
cultivo foi realizado tubos Falcon contendo 30 mL de meio, ap6s inoculagdo de suspenséao
aquosa com 1x10° células mL? do isolado estudado. As culturas foram incubadas sob
agitacdo orbital (150 rpm) em Banho-Maria a 30 = 1°C, no escuro durante 240h.
Imediatamente apds a inoculacdo e em intervalos de 48 h durante todo o periodo de
incubacdo, aliquotas (1,1 mL) destas culturas foram colhidas tanto para a contagem de células
(= 100uL), com o auxilio de cAmara de Neubauer sob microscopia dptica binocular (640 X),
guanto para a mensuracdo de sua densidade dptica. O volume restante (29,9mL) apos a coleta
das aliquotas foi centrifugado a 10.000 g (centrifuga SIGMA, modelo 2K15) por 10 min (10
°C), sendo o sobrenadante reservado sob refrigeracdo para posterior uso nas analises
quimicas, e o precipitado microbiano foi resuspenso e lavado (duas vezes) em agua destilada
estéril para mensuracdo da absorvancia a 560 nm, visando verificar a biomassa em base
umida. O pH do meio ao longo do tempo também foi monitorado com o auxilio de medidor
de pH (PHTEK™, modelo pH-100).

Esse ensaio totalmente casualisado com tréplicas dos tratamentos foi repetido trés

VEZES.

4.6.1. Contetdo de matéria organica oxidavel (demanda quimica de oxigénio)

Com a finalidade de avaliar o contetido de matéria organica oxidavel presente no meio
de cultivo, a partir de 2 mL das amostras do sobrenadante foi determinada a demanda quimica
de oxigénio conforme metodologia descrita no “Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater” (APHA-AWWA-WEF, 1998). A este volume foram acrescidos 1,5
mL da solucdo digestora (K2Cr207, H2SO4 e HgSO4) e 3,5 mL de solucéo catalisadora (H2SO4
+ Ag2S04) em tubo de vidro com tampa. A solucéo resultante foi digerida por 2 h a 150°C e

as medidas das absorvancias a 620 nm foram efetuadas em espectrofotémetro.
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4.6.2. Conteudo de Proteinas Totais

A concentracdo de proteinas totais nas amostras foi determinada através do método
descrito por LOWRY et al. (1951). Aliquotas de 200 uL das amostras centrifugadas foram
transferidas para tubos de ensaio e a este volume foram adicionados 1 mL da mistura reativa
composta por uma solugdo A (4 mg.mL* de NaOH + 20 mg.mL™ de Na,COs) e solugio B
(10 mg.mL™ de tartarato de sédio e potassio + 5 mg.mL? de CuSQOs) e agitados. A mistura
reativa foi preparada na proporcdo de 50:1 das solugdes A e B, respectivamente. Os tubos de
ensaio foram incubados a temperatura ambiente no escuro por 15 min. Em seguida a estes
foram adicionados 100 pL do reagente Folin 1N sob agitacdo e apds 30 min de incubagéo foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro a 750 nm. As absorbancias obtidas foram analisadas
em uma curva-padréo de albumina de soro bovino nas concentragdes de 0 a 50 pug ‘mL™? em

solugéo salina.

4.6.3. Avaliacdo da toxicidade dos herbicidas pelo método da resazurina

O ensaio para a verificacdo da toxicidade utiliza a resazurina para verificar a presenca
de crescimento microbiano, sendo que a alteragcdo da coloragéo original desse corante de azul
para roseo (resorufina) indica a presenca de células vidveis em crescimento, produzindo
enzimas que catalisam a reducdo (desidrogenases) da substancia, e a manutencdo da
coloragéo azul indica auséncia de viabilidade celular (Figura 10).

Figura 10- Reac&o de redugdo parcial ou total do corante Resazurina em células vivas.

FORMA OXIDADA
RESAZURINA

C2H:NQ, ‘@N@(;AZUL)

NADH/H'
FORMA PARCIALMENTE

+
REDUZIDA NAD™+ H20
RESORUFINA
CizHNO; 4@3\@5 (ROSEA)
‘JADH/H
FORMA TOTALMENTE ' I““’”“?O
REDUZIDA H HIDRORESORUFINA
(SEM COR)

Ci:HgNO, N—= l
HO O0—x OH

Fonte: Adaptado de BROUWER, 1991.
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O teste foi efetuado conforme descrito por Brouwer (1991). Para tanto, preparou-se
inicialmente trés misturas de reagdo para avaliar o efeito dos herbicidas sobre a viabilidade
das culturas microbianas: a) Controle reagente - solugéo reagente resazurina (400 uL), meio
de cultura (1,5 mL) e agua destilada estéril (100 uL); b) Controle Cultivo - meio de cultivo
(1,1 mL) inoculado com suspensdo aquosa (400 pL) de células microbianas (1 x10° . mL*)
com 24 h , resazurina (400 uL) e dgua destilada estéril (100 uL); ¢) Solucdo testada: meio de
cultivo (1,1 mL) inoculado com suspensdo aquosa (400 pL) de células microbianas (1 x10° .
mL1), resazurina (400 L) e solugdo do herbicida (100 pL) na concentracio de 10 pg.mL.

Ap0s o estabelecimento das misturas de racdo, os tubos foram incubados (32°C, 24 h,
ao abrigo da luz) e, entdo, acrescidos de 3 mL de etanol absoluto, para cessar a atividade
microbiana. As amostras foram centrifugadas (1000 g, 5 min) e as absorbancias dos
sobrenadantes mensuradas a 580 nm, utilizando-se como branco o Reagente controle (A).

4.6.4. Conteudo de ureia em meio contendo o herbicida diuron

Para amostras do sobrenadante do herbicida diuron, o teor de ureia foi determinado
através da reacdo enzimatico-colorimétrica através do kit comercial Labtest® Ureia-CE. A 1
mL de uma solugdo de urease tamponada ([11J268 KU.L™ em tamp&o fosfato 10 mmol.L™?)
foram adicionados 10 uL do sobrenadante, esta solucdo foi incubada a 37°C durante 5 min.
Em seguida foi adicionada a essa solucdo uma aliquota de 1 mL do reagente oxidante (NaOH
2,8 mol.L™t e NaCIO 121 mol.L) e novamente incubada a 37°C durante 5 min. O mesmo
procedimento foi adotado para o “branco” utilizado na calibragdo do espectrofotdmetro e para
0 padrdo de ureia fornecido no kit, a leitura foi efetuada a 600 nm. Os resultados foram
plotados em uma equagdo previamente estabelecida e fornecidos em pg.mL? de ureia.

Ureia (ug.mL™?) = Absorbéncia da amostra x 70 equacdo (1)
Absorbancia do padréo

4.6.5. Conteudo de sulfentrazona por espectrofotometria

Inicialmente procedeu-se a determinacdo das absorcdo maxima (1) de solucdo aquosa
de sulfentrazona (10 ng.mL™) através de uma varredura por espectrofotometria na regido do
ultravioleta (UV), na faixa de 200 a 400 nm (FEMTO modelo X1 800; cubeta de quartzo de
10 mm de caminho 6ptico). Entdo, efetuou-se a medida as absorvancias dos sobrenadantes de
culturas que continham sulfentrazona a partir do ajuste do comprimento de onda compativel

(230 nm) para esse herbicida, contra uma curva-padrao de 0-0,05 pug ‘mL* de padréo.
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4.7. Solubilizacdo de fosfato pelos isolados bacterianos selecionados em meio contendo
diferentes concentracoes de herbicidas

Os quatro isolados selecionados foram submetidos a avaliagdo da capacidade de
solubilizacdo de fosfato em meios de cultura solido e liquido acrescidos de um dos trés
herbicidas utilizados neste estudo.  Antes, porém, foram ativados em meio caldo nutriente
durante 24h (30 + 1°C, 120 rpm), e aliquotas (50 pL) desses cultivos (=1x108 células.mL™?)
foram inoculadas no meio especificos NBRIP (National Botanical Research Institute's
phosphate growth medium) adaptado de NAUTYAL, 1999 — conforme descrito no Apéndice
). Para as culturas sélidas de meio NBRIP com &gar (em placas de Petri) e um dos herbicidas
nas concentragdes de 10, 25, 50 e 100 ng.L?, triplicadas das placas foram centralmente
inoculadas com as suspensdes dos isolados testados, e incubadas (30 + 1°C, escuro) por 7 e 15
dias de cultivo. O indice de solubilidade foi calculado dividindo-se o didmetro da col6nia +
halo claro ao redor pelo didmetro da coldnia, sendo classificado como baixo (IS < 2), médio
(2<1S<3)ealto (IS>3) (SILVA FILHO & VIDOR, 2000).

Para o0 meio NBRIP liquido (sem &gar), a concentracdo estabelecida de herbicida foi
de 100 pg.mL™, monitorando-se também o pH apds 3 e 7 dias de cultivo (30 + 1°C, 120 rpm).
O teor de fosfato das amostras foi detectado utilizando-se para tal o kit comercial Labtest®,
conforme instrucbes do fabricante. O principio do teste € a reacdo dos ions fosfato com
molibdénio em meio acido, formando um complexo amarelo, o qual, por acdo de um tampéo

alcalino, é reduzido a azul-molibdénio que é medido colorimetricamente a 650 nm.

4.8. Avaliacado dos isolados selecionados frente a sintese de acido indol-acético

Os niveis de auxina (AlA) secretados pelas bactérias no meio de cultura foram
avaliados cultivando-as em meio Czapek liquido suplementado com L-Triptofano (Merck).
Um pré-indculo com as culturas foi mantido a 30°C, no escuro, sob agitacdo constante a 120
rpm durante 24 h. O indculo bacteriano foi transferido para tubos Falcon de 50 mL contendo
20 mL do mesmo meio, suplementado com 200 pg. mL™? de triptofano. Apds 48 h de cultivo
sob as mesmas condigdes, as culturas liquidas foram centrifugadas a 7.000g, durante 10 min a
15°C, e os sobrenadantes coletados. A quantidade de AIA por mL de cultura foi estimada
conforme o protocolo de GORDON & WEBER (1951) com algumas modificacOes, e
consistiu da mistura de 2 mL de reagente de Salkowski (FeClz.6H>O 2% + H2SO4 37%) com
1 mL do sobrenadante da cultura, a qual foi reservada por 30 min em ambiente escuro para

reacdo e manifestacdo de cor vermelha, mais intensa quanto maior a quantidade de AlA.
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4.9. Bioensaio para avaliagdo da acao das bactérias selecionadas sobre a germinacao e

crescimento de plantulas etioladas de milho

Para a avaliacdo da capacidade dos isolados em promover ou ndo o crescimento
vegetal, 600 sementes de milho comercial foram selecionadas e previamente desinfestadas
através da imersdo com etanol a 70%, durante 5 min seguida da lavagem com &gua destilada
esterilizada por trés vezes, e nova imerséo em solugéo de hipoclorito 2% seguida da lavagem
com agua destilada esterilizada em abundancia. Posteriormente as sementes foram imersas
durante 24 h a 30 + 1°C ou em &gua destilada estéril (120 sementes), ou em solucdo aquosa
(1x 10® células.mL™) contendo uma das bactérias testadas (120 sementes para cada
microrganismo), em erlenmeyers.  As sementes tratadas com os isolados bacterianos (120
para cada microrganismo, sendo 30 por herbicida e controle com agua destilada estéril) ou
com 4&gua estéril (experimento fatorial totalizando 20 tratamentos), foram dispostas
horizontalmente com espacamento de 2 cm entre si, a 3 cm da borda de 3 folhas de papel de
filtro (60 cm de largura x 30 cm de comprimento). Essas folhas foram umidecidas com agua
destilada estéril (Controle) ou com solugdo aquosa dos herbicidas (100 pug.mL™). Em seguida,
a margem oposta de cada folha foi dobrada ao meio e emparelhada com a primeira para cobrir
as sementes, iniciando-se a rolagem da lateral longitudinal esquerda para direita, formando
um rolo. Cada rolo de sementes para germinacdo foi inserido em copos plasticos contendo
cerca de 20 mL de &gua (Figura 11) e incubado por 7 dias (25 + 2°C, escuro), quando

mensurou-se as taxas de germinacéo e do crescimento de radiculas e de mesocétilos.

Figura 11- Ensaio para a avaliacdo da agdo de bactérias (tolerantes a herbicidas e capazes de degradar
compostos lignoceluloliticos, peréxido ou ureia), sobre a germinagdo e crescimento de plantulas
etioladas de milho em papel de filtro embebido ou ndo com solucdo de um dos herbicidas estudados

(100 pg.mL), sob condicGes de camara escura a 25 + 2°C por 7 dias.

Fonte: AUTOR, 2015.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento de microrganismos tolerantes a herbicidas em solo de cultivo antigo
de cana-de-agUcar

O isolamento de bactérias a partir de diferentes amostras de solo com histérico de 40
anos de cultivo de cana-de-agUcar e tratamento com herbicidas, de agroindustria situada em
Coruripe-AL (S.A. Usina Coruripe Acucar e Alcool), resultou em 96 colbnias bacterianas
distintas, sendo que apds purificacdo e analises microscépicas e bioquimicas, a maioria
apresentou-se negativa para a reacdo de oxidase (86) e positiva para catalase (54 isolados),
Dos 96 isolados, 53 mostraram-se bastonetes Gram negativos, e dos bastonetes Gram
positivos, 23 sdo produtores de endosporos.

A maioria das cepas isoladas (62) apresentaram bom desenvolvimento in vitro na
presenca de 100 ng.mL dos trés herbicidas testados - diuron, isoxaflutole e sulfentrazona,
como principal fonte de carbono e energia, sendo tolerantes a teores de até 1000 pg.mL™? dos
mesmos (Figura 12).

Alguns autores comprovam que bactérias podem apresentar crescimento sob teores
elevados de distintos herbicidas. SETTE et al. (2005) demonstraram que seis linhagens do
género Streptomyces foram capazes de crescer e degradar em 7 dias mais de 50% da
concentracdo de 72 mg. L?! do herbicida clorado alaclor (2-cloro-2’,6'- dietil-N-
metoximetilacetanilida). Dentre essas, somente as linhagens Streptomyces sp. LS166, LS177,
e LS182 foram capazes de crescer na mais alta concentragdo testada, isto €, 144 mg L. Da
mesma forma, microrganismos isolados de solos com historico de aplicacdo do herbicida
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para o controle de invasoras de folhas largas que
infestam pastagens e culturas na Regido Amazénica, foram capazes de degradar e tolerar
concentragdes até 200 mg-L* do mesmo, revelando-se resistentes a toxicidade do 2,4-D. Estes
foram identificados como Methylobacterium sp., Xanthobacter autotrophicus, Burkholderia
cenocepacia, Aurantimonas sp., Campylobacter jejuni e Methylobacterium chloromethanicum
(MUSSY et al., 2013). No presente estudo, cerca de 25%, 57% e 60% dos 96 microrganismos
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isolados (Figura 12) foram capazes de crescer em meio mineral solido contendo a

concentracéo de 1000 pg.mL™ respectivamente de diuron, sulfentrazona e isoxaflutole.

Figura 12- Percentual de bactérias capazes de tolerar diferentes concentracbes de um dos trés
herbicidas testados do total de isoladas de solo argissolo amarelo distréfico abrupto fragipanico (10 cm
de profundidade da superficie do horizonte A), com longo histérico de cultivo de cana-de-agUcar
(S.A. Usina Coruripe Agucar e Alcool, Coruripe, Alagoas, Brasil).
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Fonte: AUTOR, 2015.

Os herbicidas diuron e sulfentrazona, assim como o0s herbicidas alaclor e 2,4-D
estudados por SETTE et al. (2005) e MUSSY et al. (2013), apresentam ligacdes covalentes
entre cloro e carbono em sua molécula, o que Ihes confere persisténcia pela estabilidade das
mesmas, contudo, ambos 0s grupos de pesquisa isolaram bactérias tolerantes e provaveis
decompositoras de altas concentracdes dos mesmos. No presente trabalho, 70% das cepas
toleraram todos os herbicidas testados em concentragbes extremamente maiores do que 0s
limites estabelecidos pela legislacdo para estarem presentes na agua sem trazerem riscos a
satude humana e animal (ANVISA, s/d; BRASIL, 2011; USEPA, 1995; 1996; 2001), isto e,
acima de 90 pg.L™ para diuron, 20 pg.L™? para isoxaflutole e 10 pg.L™? para sulfentrazona. E
possivel que as recorrentes intervengdes no solo estudado, com diferentes agroquimicos ao

longo de 40 anos, tenha conduzido, por pressdao de selecdo, a tal resultado, e embora existam
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muitos estudos acerca da biodegradacdo de diuron, poucos sdo os relatos referentes a

capacidade de microrganismos tolerarem/ isoxaflutole e sulfentrazona.

5.2. Caracterizacdo morfo-cultural e bioguimica das linhagens tolerantes a altas
concentracdes dos herbicidas estudados capazes de degradar perdxido, ureia,

celulose ou fenois

Assim, das 96 bactérias isoladas (Apéndice II), entre as 62 que apresentaram
tolerancia a altas concentracdes dos herbicidas testados, verificou-se aquelas com maior perfil
para degradar peroxido, uréia, celulose e compostos fenolicos como Unicas fontes de carbono
in vitro. Para tais substratos, a atividade enzimética predominante entre esses isolados foi da
celulase (75%), seguida pela catalase (54%), urease (38%), lignina-peroxidase (15%),

citocromo-oxidase (10%) e fenoloxidase (8%), como pode ser observado na Figura 13.

Figura 13- Percentual de bactérias capazes de degradar perdxido, ureia, celulose ou fendis, do total de
isolados de solo (horizonte A) Argissolo Amarelo distréfico abrupto fragipanico, com histérico de 40
anos de cultivo de cana-de-agucar (S.A. Usina Coruripe Aclcar e Alcool, Coruripe, Alagoas)
tolerantes a altas concentracGes de um dos herbicidas diuron, sulfentrazona e isoxaflutole.
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Fonte: AUTOR, 2015.

A predominancia de bactérias capazes de degradar compostos lignocelulésicos é

explicada pelo grande conteido de matéria organica vegetal presente no solo amostrado.



41

Enzimas celuloliticas sdo produzidas por uma variedade de fungos e bactérias, aerobios e
anaerdbios, mesofilicos e termofilicos, visto que esse polissacarideo é o principal componente
da biomassa vegetal, sendo abundante nos ecossistemas terrestres e aquaticos (SHANKAR et
al., 2011). Contudo, relativamente poucos microrganismos produzem altos niveis de celulases
extracelulares capazes de solubilizar extensivamente a celulose cristalina (BHAT & BHAT,
1997). Ja as enzimas envolvidas na degradacdo de lignina - lacase, peroxidase, manganés-
peroxidase, dioxigenases, oxidases, monoxigenases, glutationa-S-transferase, isomerases,
hidrolases, ligases, entre outras (PERESTELO et al., 1989; MASAI et al., 2006), podem
também ser secretadas para biodegradar agroquimicos (VERMA et al., 2014). Tais enzimas
convertem compostos organicos complexos e téxicos (organoclorados, organofosfatos e
carbamatos), de locais contaminados como solo, aguas subterraneas, lodo, sistemas de aguas
industriais e gas, em metabolitos geralmente menos toxicos, e até favorecem a absorcédo de
produtos inorganicos simples (ABRAHAM et al., 2002; YOU & LIU, 2004; WOOD, 2009;
FINLEY et al., 2010; PORTO et al., 2011). Para tanto, catalisam hidrélises, oxida¢fes com
adicdo de atomos de oxigénio a duplas ligacbes, oxidacGes de um grupo amino (NHz2) a um
grupo nitro, adicdo de um grupo hidroxila a um anel de benzeno, desalogenacéo, reducédo de
um grupo nitro (NO2) a um grupo amino, substituicdo de um atomo de enxofre por um atomo
de oxigénio, enfim, o metabolismo de cadeias laterais ou a clivagem de anéis (VERMA et al.,
2014).

Segundo SCHALLMEY et al. (2004), a habilidade de cepas do género Bacillus em
sintetizar e secretar grandes quantidades de enzimas, entre elas celulases e ligninases (lignina-
peroxidases), em temperaturas elevadas e numa ampla faixa de valores de pH, torna-as muito
utilizadas nos processos fermentativos. Quanto a catalase e a oxidase, além de sua funcéo
protetora contra o estresse oxidativo, como ja foi evidenciado em diferentes espécies de
Bacillus, também desempenham papéis importantes em diversos processos microbianos
(MLIKI & ZIMMERMANN, 1992), como na oxida¢do de compostos aromaticos, incluindo
os de substancias recalcitrantes.

Estudos de BACMAGA et al. (2015), evidenciam que a aplicagdo no solo de uma
mistura de herbicidas (diflufenican + mesosulfuron-metil + iodosulfuron-metil-sddio), é capaz
de estimular a producéo de catalase, urease e fosfatase acida na comunidade microbiana local.

Varios géneros de microrganismos, portanto, estdo adaptados para crescer em solos
contaminados com xenobidticos, e estes, em geral, participam de processos de acumulagéo ou
degradacédo daqueles (biotransformacgédo, biomineralizagédo, biorremediacdo) por metabolismo
ou co-metabolismo (SHAKOORI et al., 2000; PARK et al., 2003; FINLEY et al., 2010). O
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processo de biodegradacdo é frequentemente complexo e envolve uma série de reagdes
bioguimicas, e varios genes/enzimas que favorecem esse processo ja foram identificados e
caracterizados. Portanto, as enzimas secretadas pelos microrganismos isolados podem atuar
em uma série de processos, principalmente aqueles de desprendimento das moléculas
recalcitrantes das particulas do solo, e entdo de sua decomposicdo. As enzimas fenoloxidases
sdo bastante importantes neste processo uma vez que auxiliam na degradacdo de compostos
aromaticos persistentes no solo.

Uma compreensdo mais abrangente das rotas degradativas requer estudos mais
aprofundados, visto que a maioria visa apenas a remocdo de um composto particular,
negligenciando os metabdlitos oriundos deste e o seu destino no ambiente (PORTO et al.
2011), bem como sua relacdo com este (AISLABIE & LLOYD-JONES 1995). Além disso,
alguns aspectos fisiologicos, ecoldgicos, bioquimicos e moleculares desempenham um papel
importante na transformagao microbiana dos poluentes (IRANZO et al. 2001; VISCHETTI et
al. 2002), que é executada pela necessidade energética ou de detoxificacdo, ou pelo
cometabolismo (PAUL et al. 2005). Esses caminhos dependem tanto da acessibilidade quanto
da disponibilidade dos agroguimicos aos microrganismos (RAMAKRISHNAN et al. 2011).

Assim, dos 62 isolados mais tolerantes aos herbicidas estudados, quatro foram
selecionados pelo maior espectro positivo das atividades enzimaticas testadas, além de
tolerarem simultaneamente os trés herbicidas. Todos produziram fenoloxidase, dois
secretaram ligninase e trés expressaram urease in vitro (Tabela 4). Esta Gltima atividade pode
atuar na remocdo da ureia presente na estrutura do herbicida diuron, auxiliando na
biodegradacdo do composto. A caracterizagdo presuntiva dessas quatro bactérias a partir de
analises morfo-bioquimicas (Tabela 4) permitiu constatar que trés delas sdo bastonetes Gram
positivos e produzem endosporos, apresentando metabolismo aerébio facultativo ou estrito,

sugerindo se tratarem de espécies de Bacillus.
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Tabela 4- Aspectos morfo-bioquimicos dos quatro isolados bacterianos tolerantes as altas

concentracdes de trés herbicidas e capazes de degradar compostos lignoceluloliticos, peréxido ou

ureia, provenientes de solo argissolo amarelo distréfico, com longo histérico de cultivo de cana-de-

acucar (S.A. Usina Coruripe Aclcar e Alcool, Coruripe, Alagoas, Brasil).

Aspectos Morfo-Bioquimicos

Isolados Bacterianos

ACO PR1 ACO Gla APF SG3
Isox Diu Isox Papio G2
Gram + + + -
Forma bastonete bastonete bastonete bastonete
Presenca de endosporo + + + -
Aspecto das coldnias (Agar | Circulares, Circulares, Forma Circulares,
Nutriente) grandes e mucoides, irregular, pequenas,
planas, bordas grandes, bordas
bordas irregulares, elevagéo inteiras,
inteiras a branco- convexa, de elevacao
onduladas cremosas, margem pouco
com aneis, superficie ondulada, cor | convexaa
cor creme- brilhante. branco-creme plana,
amarelada e opaca. branco-
superficie amarelas
granulada superficie
opaca. opaca.
Motilidade (Meio SIM) + + + +
Producéo de H.S (Meio SIM) - - - -
Produgdo de Indol (Meio SIM) - + - -
Utilizacdo de Citrato como + +/- + +
unica fonte de Carbono
Fermentacdo de glicose (TSI) | +,aer6bioou | +,aerébio | +,aerébioou | -, aerdbio
facultativo facultativo
Fermentacdo de sacarose (TSI) + - + -
Oxidacdo da sacarose e + + + +
peptona (TSI)
Producdo de Gas (TSI ) - - - -
Producéo de FeS (TSI) - - - -
Fermentagdo de lactose (Agar - - - -
McConkey)
Catalase + + + +
Citocromo c:0 Oxidase* -* - -* +
Ligninase - + - +
CMCase + + + +
Fenoloxidase + + + +
Urease + - + +

(-*) teste subjetivo, em tiras de papel contendo reagente de Kovacs; (-) negative; (+) positive

No entanto, uma caracteristica importante para definir tal género, a expressao positiva
de oxidase no teste utilizado, ndo foi obtida. Relatos de JURTSHUK & LIU (1983), ja haviam



44

indicado que Bacillus spp. fornecem respostas variaveis ao teste qualitativo de oxidase em
tiras de papel embebidas na solugédo de Kovacs, em especial porque a avaliagdo da resposta da
mudanca da coloracdo do reagente num prazo de 30-45 s, como preliminarmente concebido
para espécies de Pseudomonas que exibem rapidamente altas concentracdes de oxidase, ndo
se aplica ao género Bacillus. Isto porque muitas estirpes desse género apresentam baixos
niveis dessa atividade enzimatica, requerendo mais tempo (superior a 1 min) para a oxidacdo
do reagente. Tais autores também evidenciaram, atraves do teste quantitativo colorimétrico
utilizando o reagente N,N,N! N!-tetrametil-p-fenilenediamino (TMPP) e extratos de
membranas das células dos isolados, que estirpes de Bacillus respondem com niveis variados
de producdo de oxidase. A partir de 342 cepas analisadas, verificou-se que 159 (48%)
previamente classificadas pelo teste de Kovacs como oxidase-indeterminadas, visto
responderem negativamente aos 45s e positivamente apos 1 min, oxidaram o reagente TMPP
com atividades variando de 0.001 a 0.399 U nas condicGes utilizadas. A maioria das cepas de
B. subtilis, por exemplo, enquadrava-se nessa situacdo, e apresentaram atividade de oxidase
no teste quantitativo com o TMPP variando de 0.01 U a 0.144U. Por outro lado, as estirpes de
B. subtilis originalmente consideradas oxidase-positivas ap6s 45 s no teste de Kovacs,
exibiram atividades especificas iguais ou superiores a 0.400 U no método do TMPP. Anélises
de membranas de estirpes de Bacillus originalmente consideradas oxidase-positivas e oxidase-
indeterminados pelo teste de Kovacs, revelaram que todas continham citocromo-c oxidase,
sugerindo que o teste quantitativo é o mais indicado nos estudos de identificacdo de Bacillus.

Atualmente, o teste de Kovacs é raramente indicado para estirpes mesofilicas ou
psicrofilas de Bacillus, mas ainda é usado rotineiramente no estudo de espécies de Bacillus
termofilicos e de muitos outros géneros de bactérias aerdbias.

Assim, para esclarecer com mais precisao a identidade dos isolados selecionados, estes
foram submetidos a extracao de seu DNA e amplificacdo da regido intragendmica 16S rRNA,
bastante utilizada por estar presente em todos 0s microrganismos e permitir que se
estabelecam relagdes de parentesco ¢ identifica¢do, sendo considerada o “gold standard” da

filogenia (CASE et al., 2007).

5.3. ldentificacdo molecular (analise das sequencias do gene 16s rRNA) das linhagens
selecionadas
Solos apresentam composi¢cdo heterogénea e constituem-se nos principais
reservatorios de carbono organico da Terra, além de representarem um dos mais importantes

habitats para os mais diversos tipos de microrganismos). Ainda que, no caso particular deste



45

trabalho, as amostras para isolamento de bactérias sejam oriundas de solo de longo tempo de
monocultivo de cana-de-agUcar, selecionando populagdes, as praticas culturais de adubacéo,
correcdo de pH, etc., ainda favorecem alguma variabilidade. A evolucdo dos estudos
gendmicos, com técnicas cada vez mais precisas, rapidas e sensiveis de sequenciamento de
acidos nucleicos, tém gerado muitas informacdes de fragmentos génicos, as quais Sao
depositadas em bancos de dados e favorecem imensamente a bioprospeccgéo e a elucidacao da
diversidade do solo e sua filogenia, permitindo a compreensdao da funcionalidade das
populacbes microbianas e suas interacbes com outros seres como plantas.

Apo6s o sequenciamento dos fragmentos nucleotidicos obtidos dos produtos da
amplificacdo do gene 16S rRNA, estes foram analisados, editados e comparados aqueles
depositados no banco de dados de sequéncias do GenBank, EzTaxon e Ribosomal Database
Project Il (Figura 14; Tabela 5), e somando-se a essas comparacdes as caracteristicas morfo-
bioquimicas previamente analisadas (Tabela 4), demonstrou-se que as estirpes selecionadas
correspondem a Bacillus megaterium, Bacillus toyonensis, Lysinibacillus macroides e
Alcaligenes faecalis, sendo suas sequéncias depositadas no GenBank (NCBI) sob os codigos
de acesso respectivamente: KX129778, KX12981, KX129780 e KX129779.

Figura 14- Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) de produtos de PCR (amplicons) do gene 16S
rRNA dos quatro isolados bacterianos (dois deles em duplicata) obtidos de solos cultivados por longo
tempo com cana de acUcar e selecionados pela tolerdncia a herbicidas e espectro de enzimas
extraceluares. Colunas: L1 — APF.SG3 (Bacillus megaterium); L2 e L3- Papio.G2 (Alcaligenes
faecalis); L4 — ACO.GLA Diu (Lysinibacillus macroides); L5 e L6 — ACO.PR1 Isox (Bacillus
toyonensis); Coluna 7= Marcador Molecular (100, 200, 400, 800, 1200 e 2000 pb).

L2 L3 L4 L5 L6 Marker

Fonte: AUTOR, 2015.
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Tabela 5- Anélise do sequenciamento dos amplicons do gene 16S rRNA das bactérias isoladas de solo
com longo historico de cultivo de cana-de-agucar (S.A. Usina Coruripe Aclcar e Alcool, Coruripe,
Alagoas, Brasil) e selecionadas por serem tolerantes a altas concentragdes de trés herbicidas e

capazes de degradar peréxido, ureia, celulose ou fendis em meio sélido.

Cdodigo | Tamanho Similaridade (%) com sequéncias da espécie tipo
dos (pb)

Isolados

LBPMA
ACO. 1517 1494/1504 99,34% Lysinibacillus macroides AJ628749
Gla Diu 1333/1349 99,18% Lysinibacillus xylanyliticus FJ477040
ACO. 1512 1305/1306  99,92% Bacillus anthracis AB190217

PR1 Isox 1511/1512 99,92% Bacillus anthracis NC_007530

1511/1512 99,92% Bacillus cereus AE016281
1481/1486 99,92% Bacillus thruringiensis D16281
1507/1512 99,93% Bacillus toyonensis CP006863

APF. 1523 1515/1517 99,87% Bacillus aryabhattai EF114313
SG3 1482/1446  99,73% Bacillus megaterium D16273
Isox 1494/1495 99,93% Bacillus megaterium GU2522112

PapioG2 1501 177/1492  98,99% Alcaligenes aquatilis JX986974
1460/1473  99,12% Alcaligenes faecalis subsp. faecalis D83008
1399/1416 98,80% Alcaligenes faecalis subsp. parafaecalis AJ242986

Segundo ARABET et al. (2014), espécies pertencentes aos géneros Lysinibacillus,
Bacillus, Pseudomonas, e Paenibacillus, sdo amplamente encontradas como altamente
resistentes a herbicidas do tipo sulfonilureia. MALGHANI et al., em 2008, haviam relatado o
isolamento e identificacdo molecular (sequenciamento do gene 16S rRNA) de bactérias
degradadoras de profenofés (O-4-bromo-2-clorofenil O-etil S-propil fosforotioato) em solo,
concluindo que os tolerantes obtidos mostraram 96% de similaridade com Pseudomonas
putida e 99% de similaridade com Burkholderia gladioli. Por outro lado, DELLAMATRICE
& MONTEIRO (2004) estudaram a biodegradagdo de diuron em solos com e sem historico de
aplicacdo do mesmo, por um consorcio microbiano formado por duas espécies de Bacillus spp
e uma de Acinetobacter johnsonii. Quando avaliadas individualmente, apenas A. johnsonnii
foi capaz de crescer em meio contendo diuron como unica fonte de carbono, sugerindo uma
relacdo simbiotica que favoreceu o crescimento das cepas de Bacillus. SILVA et al. (2008)
avaliaram o efeito de herbicidas sobre células e esporos de B.thuringiensis Berliner var.

kurstaki (Btk) in vitro, constatando que este varia conforme a técnica de avaliacdo empregada,
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0 estagio/fase do ciclo de vida do patdgeno (célula e esporo), e as concentragdes dos produtos.
Verificaram também que sulfentrazona e imazetapir foram metabolizados pela bactéria.

As dicloroanilinas (DCAs), amplamente utilizadas na sintese de varios produtos
(azocorantes, tintas, cosmeticos, herbicidas e outros produtos quimicos) sdo também os
principais metabdlitos derivados da decomposicdo de herbicidas do grupo fenilamida, como o
diuron, linuron e propanil, sendo detectadas com maior freqiiéncia em amostras ambientais do
que os herbicidas originais (YAO et al., 2011). B.megaterium IMT21 foi capaz de mineralizar
varios isomeros de DCAs: 2,3-, 2,4-, 2,5-, 3,4- e 3,5-DCA como fontes Unicas de carbono e
energia em meio minimo. As 2,3-, 2,4- e 2,5-DCA foram degradadas em taxas comparaveis, e
a degradacdo completa foi observada dentro de 20 dias. No entanto, foram necessarios 30 dias
para a degradacdo completa de 3,4- e 3,5-DCA (YAO et al., 2011). Segundo HONGSAWAT
& VANGNAI (2011), apesar dos inumeros trabalhos sobre a genética envolvida na
biodegradacdo da anilina, os genes especificos para a degradacao de cloroanilinas ainda néo
foram descritos. Sendo portanto prematuro afirmar que exista um sistema enzimatico unico
envolvido na degradacao e compostos contendo anilina em sua composicao.

FAN et al. (2012) isolaram de solo contaminado uma cepa capaz de degradar altas
concentracfes do herbicida glifosato, sendo essa identificada, através da analise do rRNA
16S, como B. cereus. Segundo os autores, a concentracdo Otima para a degradacdo do
glifosato por este microrganismo foi de 6 g'L, sendo, porém, observada taxa de degradacéo
de 79,6% quando a concentragdo presente era de 12 gL (solubilidade maxima de glifosato
em agua a temperatura ambiente). Duas vias sdo relatadas para a degradacdo do glifosato.
Uma envolve a clivagem da ligacdo C-N pela enzima glifosato-oxidoredutase com a formacao
de glioxilato e &cido aminometilfosfonico (AMPA) (KISHORE & BARRY, 1992). E a
segunda da-se pela clivagem inicial da ligacdo C-P gerando sarcosina, glicina e formaldeido
pela acdo de uma enzima C-P liase (SVIRIDOV et al., 2011).

WU et al. (2009), por sua vez, relataram que a bactéria Lysinibacillus sphaericus
WH22 foi capaz de degradar diclorometano utilizando-o como unica fonte de carbono e
energia, bem como de se desenvolver em muitos outros halocarbonetos encontrados em gases
residuais de efluentes industriais, tais como 1,2-dicloroetano, clorobromometano, brometo de
metileno,1,1,1-tricloroetano, tricloroetileno, e hexaclorobenzeno. Em trabalhos realizados por
LIANG et al. (2009), Lysinibacillus sp ZB-1, foi isolada de solos agricolas contaminados com
fomesafen, um herbicida tipo éter difenila utilizado especificamente na pos-emergéncia de
soja e feijdo para o controle de espécies invasoras, esse herbicida € persistente durante um

longo periodo de tempo no solo, e seus residuos apresentam grande fitotoxicidade e danos em
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rotacdo de culturas, o metabolismo microbiano representa o principal processo de degradacéo
de éteres difenila no solo. A degradacéo de fomesafen por Lysinibacillus sp. ZB-1é resultado
da reacdo de reducdo e acetilacdo do grupo nitro e a posterior descloracdo do composto. Em
outro estudo desenvolvido com uma cepa de Lysinibaccilus (BY-1), Feng et al. (2012)
verificaram que a via de degradacdo do fomesafen pode envolver a reducdo do grupo nitro
para se obter um composto amino, seguida pela acetilacdo dos grupos aminoderivados, uma
descloracéo, desfluoracéo e, por fim, a clivagem da ligagdo S-N.

MIRITI et al. (2014) também isolaram, entre as bactérias capazes de degradar linuron
[3-(3,4-Diclorofenil)-1-metoxi-1-metilureia] em 4 regides horticolas do Kenia, uma
Lysinibacillus sp. LOG-82 Esta apresentou uma taxa de redugdo de 62,7% no contetdo do
produto apds 70 dias de incubacdo em meio minimo suplementado, que foi seguido por um
declinio acentuado da biomassa, indicando sua morte celular.

Com relagdo as espécies de Alcaligenes, estas tém sido relacionadas a degradacdo de
bifenilas policloradas com até 4 substituintes. O isolado Alcaligenes JB1 foi capaz de
metabolizar trés monoclorobenzoatos e diclorobenzoatos contendo apenas substituintes meta e
para do cloro, mas ndo conseguiu metabolizar diclorobenzoatos com apenas um substituinte
orto (COMMANDEUR et al., 1996). De acordo com DEVERYSHETTY & PHALE (2010),
Alcaligenes PPH utiliza fenantreno como Unica fonte de carbono. A atividade especifica
versus o perfil de crescimento e estabilidade térmica indicaram a presenca de duas
hidroxilases distintas, salicilato-1-hidroxilase e hidroxilase do acido 1-hidroxi-2-naftoico
nesta cepa. Estas enzimas sdo capazes de converter o 1-hidroxi-2-acido naftdico (1-H2NA) a
1,2-dihidroxinaftaneno (1,2-DHN), acido salicilico e catecol.

Segundo KONG et al. (2013) a cepa A. faecalis JBW4 foi capaz de degradar o
pesticida organoclorado endosulfan [1,4,5,6,7,7-hexacloro-8,9,10-trinorborn-5-en-2,3-ilenebis
metileno) sulfito], através de uma via ndo oxidativa. Esta cepa foi capaz de degradar 87,5% de
o-endosulfan e 83,9% of -endosulfan em 5 dias. Estas taxas de degradagdo sdo maiores que
as reportadas para outras cepas bacterianas. O endosulfan é degradado por uma via hidrolitica
tendo o endosulfan diol e endosulfan lactona como os principais metabolitos. O endosulfan e
seu isdmero sdo degradados por hidrdlise para formar o endosulfan diol, um metabolito mais
soltvel em &gua e ndo toxico indicando que o organismo utiliza uma via hidrolitica no

metabolismo do endosulfan.
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5.4 Crescimento das bactérias tolerantes previamente selecionadas em meio sélido em
cultura submersa contendo diferentes concentracgdes dos herbicidas estudados

Os quatro isolados selecionados (Bacillus toyonensis, B. megaterium, Lysinibacillus
macroides e Alcaligenes faecalis) por serem tolerantes in vitro a altas concentragdes de
diuron, sulfentrazona e isoxaflutole, obtidos de solo com historico de 40 anos de cultivo de
cana-de-acucar de agroindustria do litoral sul de Alagoas (S.A. Usina Coruripe Acucar e
Alcool, e capazes de degradar peroxido, ureia, celulose ou fendis, tiveram seu crescimento
(respectivamente Figuras 15-18) em meio minimo J.E. com diferentes concentracdes dos
herbicidas diuron (a), isoxaflutole (b) e sulfentrazona (c) mensurados ao longo do tempo em
termos de unidade formadora de coldnia (UFC). Durante as primeiras 48 h de cultivo na
concentragio de 10 pug.mL™ dos trés herbicidas testados (Figuras 15-18), observou-se 0
crescimento efetivo de todos os isolados. No entanto, 0 mesmo ndo pode ser constatado para
as demais concentragdes desses produtos - possivelmente em face da toxicidade das mesmas
em meio liquido. Para os isolados B. toyonensis (Figura 15) e B. megaterium (Figura 16) a
fase lag foi postergada para até 144h nas concentragdes de 25-100pug.mL* de isoxaflutole, um
herbicida com ligagdes carbono-fluor no meio de cultivo. Para os herbicidas com cadeias
ciclicas cloradas (diuron e sulfentrazona), estes microrganismos ndo apresentaram

crescimento satisfatorio nas culturas contendo tais concentragdes dos mesmos.

Conforme ja foi mencionado, degradacdo de compostos aromaéticos clorados e
fluorados, como é o caso dos herbicidas estudados, € dificultada proporcionalmente pela
guantidade de halogénios presentes na molécula, os quais dificultam o acesso das enzimas as
interacdes moleculares (BATISSON et al., 2007). No entanto, segundo ROQUE & MELO
(2000), muitos microrganismos séo capazes de metabolizar parcialmente o diuron, ainda que
maioria dos estudos aponte para sua conversdo a compostos possivelmente mais tdxicos
(GIACOMAZZI & COCHET, 2004) e que devem ser co-metabolizados por outros
microrganismos. Esse fato, além da possibilidade do surgimento de muta¢des que permitam a
resisténcia na presenca das altas concentracdes dos herbicidas, sdo determinantes para
favorecer as espécies de microrganismos se multiplicarem perpetuando tal caracteristica e

vencendo a pressao de selecéo.

Vaérias espécies de Bacillus tém sido descritas como degradadoras de xenobioticos
como agroquimicos. DURAND et al. (2006) relataram pela primeira vez a biodegradacao do
herbicida mesotrione por uma linhagem de Bacillus sp. ZHOU et al.(2008) isolaram uma
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estirpe de Bacillus e outra de Salirhabdus capazes de degradar o herbicida atrazina em filtros
de areia e carvdo ativado expostos a concentragdes significativas desse herbicida na agua.

O isolado Lysinibacillus macroides foi uma excecdo quando comparado aos demais
microrganismos no tocante a tolerancia as mais altas concentragdes testadas dos herbicidas,

reduzindo sua fase lag nas mesmas para as primeiras 48h de cultivo.

Entre os géneros capazes de degradar linuron (um herbicida da mesma classe do
diuron), MIRITI et al. (2014) isolaram de um solo usado na préatica agricola no Kenia uma
espécie de Lysinibacillus, além de outras de Pseudomonas, Arthrobacter e Flavobacterium.
Segundo estudos de LIANG et al. (2009), a estirpe de Lysinibacillus ZB-1 isolada em
amostras de solo foi capaz de degradar cerca de 81,32% do herbicida fomesafem em altas
concentracdes, o qual é altamente fitotoxico. Portanto, esse género de bactérias ja tem
historico de apresentar potencial genético para tolerar e/ou degradar Xxenobidticos

recalcitrantes.

Por outro lado, o isolado Alcaligenes faecalis (PAPIO.G2), além de crescer bem na
concentragdo de 10 pg.mL™ dos trés herbicidas, também desenvolveu-se na concentragéo de
25 pg.mL* de diuron (a) ou isoxaflutole (b), porém com o final da fase lag postergado para
até 96h e 144h de cultivo, respectivamente. Mas o mesmo ndo foi detectado em tal
concentracdo do herbicida sulfentrazona (c). Observou-se ainda que o isolado A. faecalis
apresentou-se melhor adaptado ao herbicida diuron, visto que seu crescimento foi mais

acentuado.

GAO et al. (2011) relatam uma “adaptagdo ambiental” pela estirpe de Alcaligenes sp.
DG-5, anteriormente isolada de solos contaminados pelo pesticida DDT (diclorofenil-
tricloroetano), visto que esta apresentou a habilidade de metabolizar os derivados do
inseticida quando cultivada em meio rico em nutrientes como 5 g L™ de peptona e extrato de
levedura ou 20 mM de formate, mas sé apds as fontes primarias do meio rico terem se

esgotado.



51

Figura 15- Crescimento do isolado Bacillus toyonensis ao longo do tempo em cultura submersa de
meio minimo J.E. contendo diferentes concentragdes dos herbicidas: a) diuron, b) isoxaflutole e c)

sulfentrazona como fonte principal de carbono.
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Figura 16- Crescimento do isolado Bacillus megaterium ao longo do tempo em cultura submersa de

meio minimo J.E. contendo diferentes concentracdes dos herbicidas: a) diuron, b) isoxaflutole e c)

sulfentrazona como fonte principal de carbono.
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Figura 17- Crescimento do isolado Lysinibacillus macroides ao longo do tempo em cultura submersa
de meio minimo J.E. contendo diferentes concentragdes dos herbicidas: a) diuron, b) isoxaflutole e c)

sulfentrazona como fonte principal de carbono.
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Figura 18- Crescimento do isolado Alcaligenes faecalis ao longo do tempo em cultura submersa de
meio minimo J.E. contendo diferentes concentracdes dos herbicidas: a) diuron, b) isoxaflutole e c)

sulfentrazona como fonte principal de carbono.
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5.4.1. Cinética de crescimento, contelldo de matéria organica oxidavel, proteinas totais e
atividade de desidrogenase em culturas submersas contendo herbicidas

Os isolados B. megaterium (Figuras 19) e L. macroides (Figuras 20) apresentaram
melhores crescimentos (em termos de UFC, unidades formadoras de colonia) nas culturas
submersas com um dos trés herbicidas na concentracio de 10 ng.mL™* do que os demais
isolados. Com relacdo a evolugdo da oxidacdo da matéria organica (diminuicdo da DQO)
presente no meio do cultivo de B.megaterium (Figura 19 b) foi inversamente proporcional ao
crescimento, e provavelmente o aumento da DQO ap6s 192 h de incubacgéo, no inicio da fase
de declinio celular, seja decorrente das moléculas organicas oriundas da morte celular. Para
este isolado a diminuicdo dos terores de DQO pode ser também indicador da biodegradacao
dos hetbicidas presentes nos meios de cultivo. Quanto a reducdo de resazurina (figura 19 c),
verificou-se o pico da atividade da desidrogenase inversamente proporcional ao contetido de
DQO. Tal enzima atua na detoxificacdo celular e para esse isolado sua acdo foi menor nas
culturas com sulfentrazona - a molécula com ligacdes carbono-cloro e carbono-fluor.

O isolado L. macroides (Figura 20) apresentou rapida adaptacdo aos meios de cultura
utilizados, tendo sua fase lag caracterizada nas primeiras 48 h de cultivo, e dai até 96 h
ocorreu o pico do crescimento inversamente proporcional ao contetdo de matéria organica
oxidavel. A partir de 96 h, a populacdo decaiu exatamente quando a DQO fora mais
consumida, sugerindo utilizacdo dos herbicidas avaliados como fonte de carbono. O pico de
reducdo da resarzurina em resorufina pela atividade desidrogenase ocorreu na fase de declinio
celular e quando a DQO iniciava um aumento, ndo havendo diferenca do perfil de atividade
da enzima entre as culturas nos diferentes herbicidas.

Com relagéo aos perfis de crescimento dos isolados de B. toyonensis (Figura 21), e A.
faecalis (Figura 22), ambos foram similares durante as primeiras 96 h do cultivo perante os
trés herbicidas, porém, com relacdo ao perfil de consumo da DQO, apenas na presencga de
Isoxaflutole o isolado B. toyonensis (Figura 21) assemelhou-se ao de A.faecalis (Figura 22)
frente a todos os herbicidas, isto é, decaimento inversamente proporcional ao aumento da
populacdo no periodo e elevacdo gradativa da atividade da desidrogenase até 144h diante de
todos os herbicidas - justamente no momento de reducdo da velocidade de morte celular
destes. Com sulfentrazone, a morte celular de B. toyonensis foi paralela a reducéo da DQO, de
96-144 h da inoculagéo, quando esta ultima aumentou novamente. Na presenga de diuron,
esse isolado provavelmente secretou enzimas e metabdlitos a partir do primeiro contato,
elevando a DQO, que descreceu com a populagdo mais lentamente a partir de 96 h (Figura
21).
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Figura 19- a) Cinética de crescimento (nimero de unidades formadora de col6nias - UFC), b)
demanda quimica de oxigénio (DQO) e c) concentracdo de resorufina como reflexo da atividade
desidrogenase em cultura submersa do isolado Bacillus megaterium em caldo nutriente (1% da

concentracéo original) acrescido de um dos trés herbicidas estudados (10 ug.mL™1).
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Figura 20- a) Cinética de crescimento (nimero de unidades formadora de col6nias - UFC), b)
demanda quimica de oxigénio (DQO) e c) concentracdo de resorufina como reflexo da atividade
desidrogenase em cultura submersa do isolado Lysinibacillus macroides em caldo nutriente (1% da

concentracéo original) acrescido de um dos trés herbicidas estudados (10 ug.mL™1).
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Figura 21- a) Cinética de crescimento (nimero de unidades formadora de col6nias - UFC), b)
demanda quimica de oxigénio (DQO) e c) concentracdo de resorufina como reflexo da atividade
desidrogenase em cultura submersa do isolado Bacillus toyonensis em caldo nutriente (1% da

concentracéo original) acrescido de um dos trés herbicidas estudados (10 ug.mL™1).
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Figura 22- a) Cinética de crescimento (nimero de unidades formadora de col6nias - UFC), b)
demanda quimica de oxigénio (DQO) e c) concentracdo de resorufina como reflexo da atividade
desidrogenase em cultura submersa do isolado Alcaligenes faecalis em caldo nutriente (1% da

concentracdo original) acrescido de um dos trés herbicidas estudados (10 ug.mL™1).
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As Figuras 23 (B. megaterium e L. macroides) e 24 (A. faecalis e B. toyonensis)
apresentam os conteudos estimados de proteinas totais ao longo dos cultivos dos diferentes
isolados selecionados, em culturas submersas contendo um dos trés herbicidas.

O método utilizado para tal quantificacéo, proposto por LOWRY et al. (1951) baseia-
se numa mistura contendo molibdato, tungstato e acido fosforico (reagente Folin-Ciocalteau),
que sofre uma reducdo quando reage com cadeias laterais de alguns aminodcidos (tirosina,
triptofano, cisteina, asparagina e histidina) de proteinas, os quais contribuem com quatro
elétrons, ou atraves da retirada de dois elétrons de cada unidade tetrapeptidica de ligacOes
peptidicas de proteinas, a qual é facilitada pelo catalisador cobre (Il), com formacdo do
quelato entre o cobre (Il) e peptideos/proteinas. Porém, seu limite minimo e maximo de
deteccéo varia de 10-1000 eq.pg.mL™ de albumina de soro bovino (ASB). Em concentragoes
menores e em solucdes que contenham outros agentes redutores - tais como derivados tidis,
compostos fenolicos, bases puricas, glicideos redutores, além de detergentes, 0s quais reagem
com o reativo de Folin-Ciocalteau, esse método ndo é indicado por superestimar a
concentracdo protéica.

Considerando, entdo, que o meio original das culturas submersas sé continha 1% do
contetido total de proteinas do caldo nutriente (cerca de 80 pg.mL™t), mas nem todos os
aminoacidos dessa massa protéica possuem cadeias laterais que reagem com o reagente de
Folin-Ciocalteau, e, por outro lado, os herbicidas testados e presentes em concentragdo maior
possuem estruturas com grupamentos capazes de interferir no teste, € possivel concluir que as
concentracdes de proteinas totais determinadas em todos os ensaios (inferiores a 0,25
eq.ug.mL* de ASB) nio refletem a realidade dos ensaios e ndo sdo precisas a ponto de se
propor firmemente que oS microrganismos estudados degradaram diuron, isoxaflutole ou
sulfentrazone como Unica fonte de carbono, nitrogénio e energia. Enzimas utilizadas para tal
sdo proteinas sintetizadas mediante estimulo para tal, porém, sdo secretadas em baixissimas
concentragdes, sendo reutilizadas ao longo do tempo enquanto as condi¢des para as reagoes
forem favoraveis a sua atuacdo, incluindo a concentracdo do substrato e o pH.

No entanto, pelo perfil dessa quantificagdo nas culturas do isolado B. megaterium
(Figura 23 a.), € possivel observar que os herbicidas interferiram nos testes, visto que as
concentracdes detectadas séo relativamente baixas e constantes (em especial para diuron e
isoxaflutole) desde o tempo zero, embora bem diferentes ja no momento da inoculacdo. No
caso de sulfentrazone, para esse isolado cujo pico de crescimento e consumo de DQO se deu
as 192 h do cultivo (Figura 19), um ligeiro aumento foi observado nesse suposto conteldo de

proteinas (Figura 23 a). Por outro lado, apesar de ndo haver diferenca acentuada entre os
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teores quantificados, é possivel verificar que o pico de crescimento de L. macroides (Figura
20) se da 96 h apds a inoculacdo, quando a DQO ja foi consumida e a suposta concentracdo de

proteina estd ainda mais baixa no meio.

Figura 23- Contetdo de proteinas totais (eq. png ASB.mL™?) em cultura submersa em caldo nutriente
(1% da concentracdo original) acrescido de um dos trés herbicidas (10 ug.mL?), de: a) B. megaterium;

e b) L. macroides.
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Para A. faecalis (Figura 24 a), verificou-se que o perfil dessa baixa concentracdo
relativa de proteinas pelo método utilizado aumentou nas primeiras 48 h na presenca de
isoxaflutole e sulfentrazona, provavelmente na forma de enzimas para degradar a matéria
organica e preparar as células para o crescimento (48-96 h). A partir dai, apesar dos valores
ndo diferirem acentuadamente, a tendéncia foi desse contetdo aumentar a partir de 144-192 h
de forma inversa ao consumo de matéria organica (Figura 22). Por sua vez, B. toyonensis

(Figura 24b) desenvolveu-se com mais intensidade na presenca de sulfentrazona do que nos
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demais herbicidas (Figura 22), e também apresentou ao longo de todo o periodo de cultivo
aparentemente mais contetdo protéico perante esse herbicida do que na presenga dos demais,
em que 0 aumento da concentracdo de ordem protéica foi proporcional ao consumo da DQO

em isoxaflutole e em diuron.

Figura 24- Contetdo de proteinas totais (eq. pg ASB.mL™) em cultura submersa em caldo nutriente
(1% da concentragéo original) acrescido de um dos trés herbicidas (10 ng.mL™), de: a) A. faecalis; e b)

B. toyonensis.
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5.4.2. Conteudo de ureia em meio contendo o herbicida diuron
Dos quatro isolados estudados, apenas B. megaterium e B. toyonensis apresentaram

mais altos conteudo de ureia (Figura 25) e pH (Figura 26) ao longo das primeiras 144-192
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horas de cultivo em meio contendo diuron, sugerindo possivel hidrélise dessa fenilureia. Os
dados de crescimento em UFC e DQO de culturas de ambos os microrganismos (Figuras 19 e

21) corroboram possivel degradacdo do herbicida.

Figura 25- Contetdo de uréia (ug.mL™), em caldo nutriente (1% da concentracdo original) com
diuron (10 pg.mL™), ao longo do tempo de cultivo das quatro bacterias tolerantes a herbicidas

selecionadas.

—m— B megaterium —a— A faecalis

140 —&— | macroides —w— B toyonensis
120 4
7,100
E
o
2 80
[
?
5 604
L)
o
o 40
T
3
2
€ 20- /
S o A &
b * =/'\‘H
01 . T : T T T T T T T
0 48 96 144 192 240
Horas
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Figura 26- Densidade Otica (560 nm) e pH ao longo do tempo de cultivo dos isolados B. megaterium
e B. toyonensis capazes de liberar uréia em caldo nutriente (1% da concentracdo original) contendo
diuron (10 pg.mL™).
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5.4.3. Conteudo de sulfentrazona por espectrofotometria
As Figuras 27-29 apresentam os valores de DQO, crescimento celular (densidade o6tica

a 560 nm), e do espectro de absorcéo caracteristico de sulfentrazona (méximo a 230 nm).

Para B. megaterium (Figura 27), nas primeiras 48 h de cultivo ocorreu ligiera
diminuicdo da matéria organica oxidavel (DQO) de forma proporcional ao decaimento na
absorcdo do herbicida (230 nm), mas com intenso crescimento da populagdo. A DQO
aumentou de 48 até 96 h por conta do inicio da morte celular, refletindo-se a fase estacionaria
de densidade 6tica populacional (multiplicacdo e morte em equilibrio). A partir dai, a DQO
diminuiu acentuadamente até 192 h, quando se deu outro pico de crescimento, pelo consumo
da matéria organica oriunda das células mortas previamente além da decomposicdo de
sulfentrazona, e novo declinio da populacdo, quando uma vez mais a DQO comegou a

aumentarem face das células mortas.

Figura 27- Decaimento do espectro de absor¢do (230 nm) do herbicida sulfentrazona em comparagéo
com: a) demanda quimica de oxigénio (DQO) e b) crescimento celular (densidade 6tica a 560 nm) ao
longo do tempo de cultivo do isolado B. megaterium em caldo nutriente (1% da concentragéo

original) e 10 ug.mL* desse herbicida.
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Para a estirpe de B.toyonensis (Figura 28), a medida que a matéria organica presente
no meio é brandamente oxidada (48 h), h& aumentoacentuado da populacdo do
microrganismo. A partir desse periodo ocorre brando decaimento do espectro de absor¢do do
meio a 230 nm, denotando alguma decomposi¢do de sulfentrazona, mas ndo necessariamente
0 microrganismo cresceu no inicio as expensas desse produto, e sim dos poucos nutrientes do
caldo original. A “adaptacdo” frente ao herbicida levou a relativa constancia da DQO de 48 a

96 h, e rapida morte celular no mesmo periodo. Em seguida, proliferacdo e morte se
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equilibraram até as 144h, periodo em que a DQO foi consumida acentuadamente, e de 144-
192 h do cultivo, com o desequilibrio entre morte e proliferagdo celular, a DQO comecou a

elevar-se outra vez.

Figura 28- Decaimento do espectro de absorcdo (230 nm) do herbicida sulfentrazona em comparagéo
com: a) demanda quimica de oxigénio (DQO) e b) crescimento celular (densidade Otica a 560 nm) ao
longo do tempo de cultivo do isolado B. toyonensis em caldo nutriente (1% da concentragdo original)

e 10 ug.mL* desse herbicida.
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Para o isolado L.macroides (Figura 29), constatou-se que o decaimento da absor¢édo de
sulfentrazone foi paralelo ao consumo da DQO nas primeiras 96 h de cultivo, culminando o

pico maximo de crescimento celular com o do decaimento do composto.

Figura 29- Decaimento do espectro de absor¢do (230 nm) do herbicida sulfentrazona em comparagéo
com: a) demanda quimica de oxigénio (DQO) e b) crescimento celular (densidade 6tica a 560 nm) ao
longo do tempo de cultivo do isolado L.macroides em caldo nutriente (1% da concentragéo original) e

10 pg.mL* desse herbicida.
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Também o crescimento do isolado A. faecalis (Figura 30) em caldo nutriente contendo
sulfentrazona aumentou acentuadamente nas primeiras 48 h, e isso ocorreu proporcionalmente
ao consumo da DQO e decaimento do herbicida. A partir de entdo, a populacdo diminuiu
gradativamente até 144 h, pico maximo de decaimento do sulfentrazona mas momento em
que a DQO havia aumentado — provavelmente em funcdo da acentuada morte das células e
liberagdo das biomoléculas das mesmas.

Figura 30- Decaimento do espectro de absorcdo (230 nm) do herbicida sulfentrazona em comparacgéo
com: a) demanda quimica de oxigénio (DQO) e b) crescimento celular (densidade 6tica a 560 nm) ao
longo do tempo de cultivo do isolado A. faecalis em caldo nutriente (1% da concentragdo original) e

10 pug.mL™* desse herbicida.
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Para compreender a forma de metabolismo e os mecanismos envolvidos na utilizac¢do
de compostos xenobidticos por microrganismos, faz-se necessario um estudo aprofundado do
crescimento das linhagens bacterianas, e da utilizacdo do composto alvo como fonte de N ou
carbono, além de outros parametros a serem considerados, como potencial redox e pH.

5.5. Solubilizacdo de fosfato inorganico pelos isolados bacterianos selecionados, em

meio contendo diferentes concentrac6es de herbicidas

O crescimento vegetal pode ser estimulado pelo aumento na disponibilidade de
nutrientes, e isso pode ser facilitado por via microbiana, tanto pela solubiliza¢do - como no
caso de fosfato inorganico em complexos P-Al, P-Ca ou P-Fe, quanto pela mineralizacdo de
compostos organicos (RODRIGUEZ & FRAGA, 1999). Ndo sio muitos os estudos,
entretanto, avaliando a toxicidade de herbicidas sobre bactérias solubilizadoras de fosfato
(MASSENSSIN et al., 2008).
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Neste trabalho, portanto, verificou-se a influéncia dos herbicidas sobre a capacidade
dos isolados tolerantes a eles em solubilizarem o fosfato inorgénico presente em meio NBRIP
solido ou liquido. No meio NBRIP-4gar, verificou-se que apenas B. megaterium e A. faecalis
(Tabela 6, Figura 31) apresentaram discreta zona clara de solubilizacdo ao redor das colénias
na presenca ou ndo das diferentes concentracdes avaliadas dos herbicidas estudados. O indice
de solubilizagdo (IS) de todos os tratamentos (Tabela 6) ficou abaixo de 1,5, sendo que
valores moderados de IS situam-se entre 2 e 3 quando menores teores de fosfatos insoluveis

sdo utilizadas e na auséncia de herbicidas.

YADAV & SINGH (1990) constataram a capacidade de cepa de B. megaterium em
solubilizar fosfato e favorecer o aumento na germinacdo e no rendimento da cana-de-acucar
em solos aluviais na regido de Bihar, India, tratados com varias concentracdes de fertilizantes
fosfatados.

Os demais isolados bacterianos, tolerantes a herbicidas e degradadores de compostos
lignoceluloliticos, ndo cresceram nesse meio solido contendo 5 mg.mL? de fosfatos
insoltveis, 10 mg.mL™ de glicose e 5 mg.mL* de MgCl..6 H.0O, mesmo quando herbicidas

nao foram acrescentados.

Tabela 6- Didmetros médios (mm) das coldnias com ou sem halos e indices de solubilizac&o (IS) de
culturas dos isolados estudados de B. megaterium e A. faecalis em meio de cultura sélido contendo

fésforo insoltvel (5mg.mL?) e diferentes concentracGes de herbicidas, apés 7 dias de incubacéo.

Herbicida B. megaterium IS A. faecalis IS
pug.mL?
diuron Colobnia Col6nia + Halo Colbnia Colbnia + Halo
mm mm mm mm

0 9 12 1,33 7 9 1,29
10 8 11 1,37 6 8 1,33
25 9 11 1,22 6 8 1,33
50 8 12 1,50 6 8 1,33
100 9 12 1,33 5 7 1,40

isoxaflutole

0 8 11 1,35 7 9 1,29
10 8 11 1,35 6 8 1,33
25 7 10 1,42 6 8 1,33
50 9 11 1,22 6 8 1,33
100 7 9 1,28 7 8 1,14

sulfentrazona

0 9 12 1,33 9 12 1,33
10 9 11 1,22 9 11 1,22
25 8 10 1,25 7 9 1,29
50 8 11 1,37 7 8 1,14
100 9 11 1,22 7 9 1,29
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Figura 31- Aspecto da colénia e do halo de solubilizagdo produzido pelo isolado Bacillus
megaterium, tolerante a herbicidas e decompositor de compostos lignoceluloliticos, em meio contendo
fosforo insoltvel (5mg.mL™) sem herbicida (controle). a) Meio de cultivo sem revelador; b) Meio

acrescido de pdrpura de bromocresol.

Fonte: AUTOR, 2015.

Diferentes géneros bacterianos, como Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium,
Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum e Erwinia, tém sido relatados como capazes de
solubilizar fosfatos inorganicos em meio NBRIP (NAUTIYAL, 1999; CERIGIOLI, 2005;
MARDAD, SERRANO & SOUKRI, 2013), em funcdo da secre¢do de acidos organicos,
incluindo &cido sulfarico, reduzindo o pH do solo e resultando na troca de anions PO4% ou na
quelatizagdo de ions de Fe 2*/3* e AI** associados com fosfatos (STAMFORD et al., 2002;
MIKANOVA & NOVAKOVA, 2002; HARA & OLIVEIRA, 2005; SARAVANAN et al. ,
2007), entre outros mecanismos (GYANESHWAR et al., 2002). Por outro lado, conforme
estudos de NAUTIYAL (1999), comparando o comportamento de diferentes bactérias em
meio NBRIP solido e liquido, muitos isolados que ndo mostram qualquer halo claro de
solubilizacdo de fosfato inorganico em meio solido, apresentaram essa capacidade em culturas
submersas, concluindo-se que a triagem de microrganismos de solo eficientes na solubilizagdo
de fosfato deve ser feita em caldo NBRIP e ndo em NBRIP-Agar. DASGUPTA et. al. (1994)
ja havia constatado que muitos microrganismos que nao parecem solubilizar fosfato em meio
solido, o fazem em meio liquido.

A Figura 32 apresenta os valores de fosfato solubilizado em cultura submersa apos
72h e 96h de incubacdo. Os dados revelam a capacidade dos quatro isolados em solubilizar

fosfato ao longo do tempo, mesmo na presenca de um dos herbicidas estudados, o que
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corrobora as observacfes de NAUTIYAL (1999) e DASGUPTA et al. (2007), quanto a maior

eficiéncia do meio liquido para a triagem de solubilizadores de fosfato inorganico.

Figura 32- Concentracdo de fosfato (mg.mL™) apds 72 e 96 h de cultivo dos quatro isolados

microbianos estudados em caldo NBRIP + herbicidas (100 pg.mL™) .
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Conforme se observa na Tabela 7, ocorreu uma reducao nos valores de pH das culturas
submersas em caldo NBRIP ao longo do tempo, sugerindo que os isolados de solo aqui
selecionados utilizam o mecanismo de secrecdo de acidos organicos para a solubilizacdo de
fosfato inorganico quando presente nesse meio em concentracao dez vezes menor do que a

utilizada no meio solido e na presenca de 100 pg.mL™* de um dos herbicidas estudados.

Entretanto, nos ensaios de cinética de crescimento das estirpes de Bacillus aqui
estudadas em 1% de caldo nutriente contendo o herbicida diuron, observou-se um aumento do
pH ao longo do tempo (Figura 26) de cerca de uma unidade, e este s6 foi reduzido para
préximo do original com a diminuigdo da populagdo. Isso ocorreu por que, diferente do meio
NBRIP, que contém glicose como fonte primaria de carbono e energia, favorecendo a
formagé&o de acidos, o meio utilizado para a cinética praticamente ndo dispunha de outra fonte

de carbono além do herbicida, cujo pKb € muito alto, e provavelmente foi parcialmente
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degradado, alcalinizando ligeiramente aquele meio. De fato, a Figura 25 revelou que na
presenca de diuron, B. megaterium e B, toyonensis liberam uréia no meio, o que justifica tal

aumento do pH naquelas circunstancias.

Tabela 7- Variacdo do pH ao longo do tempo em culturas submersas (caldo NBRIP) das estirpes
bacterianas selecionadas, na presenca de fosfato insoltvel (0,5 mg.mL™) e um dos herbicidas
estudados (100 pug mL™1).

Isolados Herbicida

Diuron Isoxaflutole Sulfentrazona

Oh 72h 96h | Oh 72h 96h Oh 72h 96h
A. faecalis 6,0 4,6 4,5 6 4.7 44 6,0 47 47
B. megaterium 6,0 5,0 45 |6 4,7 4,4 6,0 4,6 4,6
B toyonenis 6,0 4,6 4,6 6 4,6 44 6,0 4,6 4,6
L. macroides 6,0 4.7 44 6 4.7 44 6,0 4.8 4,4

MARDAD, SERRANO & SOUKRI (2013) também selecionaram, em caldo NBRIP,
trés bactérias solubilizadoras de fosfato inorgénico, aos quais foram identificadas
molecularmente (16S rRNA) como Enterobacter hormaechei subsp. steigerwaltii,
Enterobacter sp. e Bacterium sp., e que secretaram no meios os acidos glucénico, succinico,
acético, glutdmico, oxaloacético, piravico, malico, fumarico e a-cetoglutarico, os quais foram
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. MASSENSSINI (2007) relata variacéo
dos valores finais do pH de culturas de microrganismos avaliados na solubilizacdo de fosfato
de ferro, entre 3,7 € 3,9. NONGKHLAW & JOSHI (2014) isolaram estirpe de L. xylanilyticus
C21 com capacidade de promover o crescimento vegetal através da solubilizacdo de fosfato
na proporcdo de 9,59 ppm apos 72 hs de incubacéo, e atividade fosfatase acida em torno de
0,047 U, com valores de pH na faixa de 4-5,5. Espécies pertencentes a este género tém sido
associadas como promotoras do crescimento de ginseng (VENDAN et al., 2010). Porém, a
secrecdo de acidos ndo € o unico mecanismo possivel para que microrganismos solubilizem
fosfato (GYANESHWAR et al., 2002).

MASSENSSINI et al. (2008), avaliaram os efeitos da aplicagdo de formulagdes
comerciais (60 mg. L'!) do herbicida glifosato (Roundup Transorb®, Zapp QI®, Roundup
NA® e Scout®) na capacidade de dois isolados bacterianos (“To 117 e “To 66”) de solo
rizosférico de plantas de eucalipto (Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla) em

solubilizar diferentes fontes inorganicas de fosfato (fosfato de calcio, de aluminio e de ferro)
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em meio liquido. Os autores constataram que nenhum dos isolados foi capaz de solubilizar
fosfatos de ferro e aluminio. A formulagdes de glifosato impuseram diferentes efeitos para
cada isolado, sendo que Roundup Transorb®e Zapp QI® reduziram a capacidade de
solubilizacdo de fosfato de calcio pelo isolado “To 66”, enquanto a formulagao
Scout® aumentou essa capacidade e Roundup NA® ndo afetou a mesma. Por sua vez, o
isolado “To 11” ndo teve sua capacidade de solubilizagdo impactada pelas formulagoes
comerciais testadas. Sugeriu-se que as diferencas no efeito toxico das formulacdes de
glifosato devam-se as diferentes substancias quimicas presentes nas formulacGes, como
solventes, surfatantes e agentes molhantes, que podem modificar a agdo do equivalente acido
do principio ativo (N-(fosfometil) glicina).

5.6. Avaliacéo dos isolados selecionados frente a sintese de acido indol-acético

A Figura 33 destaca a producdo de acido indol acético em meio de cultura liquido sem
a presenca dos herbicidas testados.

Figura 33- Aspecto do crescimento dos isolados bacterianos selecionados em caldo Czapeck
acrescido de L-triptofano, apds 30 min da adi¢do do reagente Salkowsky para deteccao de &cido indol-
acetico (AlA). O teste negativo apresenta coloragdo amarelada, enquanto na presenca de AIA o
reagente torna a cultura vermelho-alaranjada. C= controle, SG3= Bacillus megaterium; PR1= B.

toyonensis; Gla= Lysinibacillus macroides e G2= Alcaligenes faecalis.

Fonte: AUTOR, 2015.
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Os isolados de B. megaterium e A. faecalis, além de apresentarem uma discreta
solubilizacdo de fosfato inorganico em meio de cultura sélido, conforme discutido no item
anterior, também foram capazes de produzir auxina (AlA) a partir do precursor L-triptofano
em cultura submersa. O principal efeito da auxina vegetal é promover o crescimento de raizes
e caules, através do alongamento das células recém-formadas nos meristemas. Esse efeito
depende, no entanto, da concentracdo do hormdnio. Em alguns tecidos as auxinas controlam a
divisdo celular. As técnicas de cultivo de tecidos foram possiveis gracas a acdo das auxinas
sobre a divisdo celular. Em concentra¢fes muito altas, esse fitohormonio inibe o alongamento
celular e, portanto, o crescimento do érgdo. A sensibilidade das células a auxina varia nas
diferentes partes da planta. O caule, por exemplo, € menos sensivel a auxina que a raiz.

Nas ultimas décadas, uma série de bactérias, incluindo espécies de Azotobacter,
Pseudomonas, Azospirillum, Klebsiella, Enterobacter, Arthrobacter, Serratia, Burkholderia,
Xanthomonas, Herbaspirillum, Bradyrhizobium, Stenotophomonas, Microbacterium,
Rhizobium, Alcaligenes e Bacillus foram descritos por promover o crescimento vegetal
(PATTEN & GLICK, 1996; CERIGIOLI, 2005; AHMAD, AHMAD & KHAN, 2008). Estas
bactérias sintetizam e liberam muitos fitohormdnios, sendo o AIA aquele guantitativamente
mais abundante e oriundo do metabolismo secundério para agir na diferenciacdo celular
microbiana, sugerindo-se que atue em conjunto com o AIA endbgeno das plantas,
estimulando a proliferacdo celular, o alongamento, e aumento da absor¢do de minerais e
nutrientes do solo (STEENHOUDT & VANDERLEYDEN, 2000; TEALE, PAPONOV &
PALMA, 2006). Conforme o ambiente, 0 microrganismo seleciona uma rota particular para a
biosintese de AIA, dentre as varias que possui, sendo a maioria delas via triptofano (PATTEN
& GLICK, 1996; CERIGIOLI, 2005).

Nesse sentido, os isolados de B. megaterium e A. faecalis tolerantes a herbicidas e aqui
testados in vitro, apresentam potencial utilizacdo em consorcios para inoculantes promotes de
crescimento vegetal, devendo ser testados in vivo em outras culturas além daquela dos solos
onde foram obtidos, isto €, da rizosfera de cana-de-aglcar. Assim, ensaios com outras

gramineas como o milho sdo indicados.

5.7. Bioensaio para avaliacdo da acdo das bactérias selecionadas sobre a germinacéo e

crescimento de plantulas estioladas de milho

A Tabela 8 apresenta os resultados do bioensaio de germinacgéo de sementes de milho

previamente embebidas (24 h) em agua ou suspensdes aquosas de células (1x 108 mL™) de
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uma das quatro bactérias de solo selecionadas (em face da tolerancia a herbicidas), ap6s 7 dias
de serem utilizadas para produzir pléntulas etioladas.

E possivel observar que, nas condicdes em que o experimento foi proposto, as
sementes tratadas com os isolados bacterianos antes da deposicao sobre folhas de papel filtro
umedecidas apenas com &gua, germinaram menos do que aquelas que apenas tinham sido
tratadas com agua destilada estéril. Da mesma forma, as sementes previamente tratadas com
agua e depois depositadas para germinar em folhas de papel de filtro umedecido com um dos
trés herbicidas, em geral germinaram mais do que aquelas previamente inoculadas com as

bactérias.

Tabela 8- Efeito sobre a germinacéo de sementes de milho (Zea mays) tratadas (24 h) com suspensao
aquosa de bactérias tolerantes a altas concentragdes de herbicidas (diuron, isoxaflutole e
sulfentrazona), e incubadas por sete dias sobre papel de filtro previamente umedecido em solucdes

aquosas desses produtos (100 ug.mL™), em condicGes de temperatura ambiente, no escuro.

Tratamento Germinacao (%)
Prévio Herbicida Controle

Diuron Isoxaflutole Sulfentrazone Agua
B. toyonenis 100,00 61,02 69,49 100,00
B. megaterium 85,71 80,00 100,00 70,27
L. macroides 84,04 70,45 100,00 62,16
A faecalis 69,23 100,00 80,76 78,38
Agua 87,5 92,18 95,31 100,00

Comparando-se o perfil das sementes para os trés herbicidas mediante prévia
embebicdo apenas em 4&gua, verificou-se uma elevada taxa de germinacdo, embora
ligeiramente menor aquela das sementes ndo depositadas em papel embebido nos mesmos
(controle agua-agua). Em ordem decrescente, sulfentrazone estimulou mais esse parametro do
que isoxaflutole e este mais do que diuron. Tal fato pode ser explicado pela caracteristica de
quebra de dorméncia de sementes de gramineas atribuida a estes, em especial aos dois
primeiros produtos. Por outro lado, o fato da embebicéo prévia das sementes com bactérias
ter, em geral, resultado em menor germinacdo, pode ser explicado pelas proprias
caracteristicas do experimento, isto €, para sintetizarem fatores de promocéao de crescimento
as bactérias necessitam de condicdes apropriadas a seu desenvolvimento, além de certos
nutrientes, e apos serem inoculadas nas sementes, estas apenas contaram com a umidade
ofertada ao papel de filtro no qual foram dispostas e mantidas no escuro a temperatura

ambiente.
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Em termos de sinergismo entre as bactérias e o herbicida presente no ambiente
proposto para germinagdo das sementes, B. toyonensis foi mais eficiente para a germinagéo
em diuron, seguido por B. megaterium, enquanto estes e L. macroides foram os mais
eficientes em atuar sobre a germinacdo em combinacdo com sulfentrazone, seguidos por A.
faecalis e inclusive proporcionando maior germinacdo do que quando foram utilizados sem o
posterior embebimento das sementes nos herbicidas. A. faecalis também promoveu a maior
germinacdo na presenca de isoxaflutole, seguido por B. megaterium.

ABD EL-HAMED, ELWAN & SHABAN (2012), verificaram que B. megaterium
promoveu um aumento de 59,32% na germinacédo de sementes de milho em relagéo ao lote
de sementes ndo inoculadas, enquanto ALMAGHRABI et al. (2014) constataram que outra
estirpe da mesma espécie, inoculada em sementes dispostas para germinar em folhas de papel
filtro umedecido, promoveram apenas 7% a mais de germinacdo em relacdo ao controle ndo
inoculado.

Quando as plantas encontram condi¢bes ambientais limitante ao seu crescimento,
muitas vezes elas tentam ajustar os niveis de seus hormonios vegetais endogenos, com a
finalidade de diminuir os efeitos negativos da pressdo do ambiente. Embora esta estratégia
seja, por vezes, bem-sucedida, 0s microorganismos presentes na rizosfera também podem
produzir ou modular fitohormoénios em condic¢des in vitro, de modo que muitas bactérias
promotoras do crescimento vegetal podem alterar os niveis dos horménios vegetais e, assim,
afetar o equilibrio hormonal da planta e sua resposta ao estresse (PATTEN & GLICK, 1996).

Segundo AHEMAD & KHAN (2011), um aumento da liberacdo dos fatores
promotores do crescimento vegetal pelo inoculante quando associados aos herbicidas pode
ocorrer devido ao estresse submetido por estes compostos aos microrganismos. Em seu
trabalho o autor destaca que ao efetuar o tratamento de sementes de feijao da China com um
inoculante bradirrizobial e a dose de 1 X da concentracdo do herbicida houve um decréscimo
da producéo de nodulos, da massa seca de nodulos, de Leg-hemoglobina, da biomassa seca
total, do contetdo de nitrogénio e de fosforo nas raizes, e na producdo de sementes e de
proteinas dos grdos, quando comparados ao controle. Em contrapartida, houve um aumento
significativo nesses parametros quando as sementes dessa espécie foram tratadas com o
mesmo inoculante e uma dose 3X maior do mesmo herbicida.

A Tabela 9 e a Figura 34, por sua vez, apresentam respectivamente 0os comprimentos

médios de radiculas e mesocotilos das plantulas etioladas obtidas, e seu aspecto.



Tabela 9- Efeito sobre parametros de pré-emergéncia de plantulas etioladas a partir de sementes de milho tratadas (24 h) com suspensao aquosa de bactérias

tolerantes a altas concentragcfes de herbicidas (diuron, isoxaflutole e sulfentrazona), e incubadas por sete dias sobre papel de filtro umedecido com solucGes

aquosas desses produtos (100 ug.mL™), em condicOes de temperatura ambiente, no escuro.

Tratamentos das Sementes
de Milho 24 horas antes de

Tratamentos do Papel de Filtro para Germinagdo de Sementes de Milho 7 dias antes da Avaliacdo do Crescimento™

diuron Isoxaflutole sulfentrazone Agua Destilada Estéril

Deposita-las em Papel de
Germinacao Mesocotilo Radicula Mesocotilo Radicula Mesocdtilo Radicula Mesocdtilo Radicula
Bacillus toyonensis 1,43 0,46 bc | 6,95 +1,69 a 1,66 £0,42 ¢ 7,11+1,40d | 1,3540,29a | 6,76 £1,33a 1,42 0,37 a 6,93+1,13b
Bacillus megaterium 1,12 +0,22a | 7,03+1,98d | 1,26 +0,37a 6,78 +1,62¢c | 1,45+0,40b | 7,19+1,47¢c | 156+0,44Db 6,81+151a
Lysinibacillus macroides | 1,56 +0,49 bc | 7,73 +2,09 e 1,41 40,36 b 7,20+1,53d | 1,39+0,28a | 7,43+1,10c | 159%038¢ 7,75%1,48d
Alcaligenes faecalis 1,23+0,23b | 6,65+0,68 ¢ 1,55 +0,36 bc 6,70+0,95b | 1,36+0,27a | 8,31+2,24d 167039 7,57+0,98 e
Agua Destilada Estéril 1,58 +0,37c 717+139b | 1,48+0,35b 6,51+1,30a | 1,58+0,33b | 7,04+1,05h 1,63 £0,39d 6,85+0,93¢c

*Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma coluna, ndo diferem significativamente ao nivel de 5% (Teste de Tuckey, p>0,05).
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Figura 34- Desenvolvimento de radiculas e mesocdtilos estiolados de plantulas de milho (Zea mayz)
sete dias apos a disposicao das sementes em folhas de papel de filtro umedecidas em solucdo aquosa
(100 pg.mL?) de sulfentrazone, depois de serem previamente embebidas (24 h) em suspensdes

aquosas dos isolados: 1) B. megaterium; 2) A. faecalis; 3) B. toyonenis; e 4) L. macroides.

r

U011 12 13 1 15 b

Fonte: AUTOR, 2015.

Na presenca de isoxaflutole, B. toyonensis induziu maior crescimento de radiculas e
mesocotilos de milho em relacdo ao controle, assim como L. macroides.

B. megaterium induziu o menor crescimento do mesocétilos e 0 maior crescimento de
radiculas em diuron, assim como L. macroides, embora este Ultimo ndo tenha levado a
reducdo do crescimento dos mesocotilos, e mesmo em agua essa bactéria tenha estimulado
com mais intensidade o crescimento das radiculas em comparag¢do com o tratamento controle
(Agua x agua). Por outro lado, em sulfentrazone A. faecalis induziu o maior aumento de
radicula e o menor de mesocatilo.

LUCY et al. (2004) verificaram que a acdo de B. megaterium sobre mudas de
Eucalyptus sp, elevou a biomassa de mudas em vasos em cerca de 44%. Por outro lado, ALI
et al. (2009) isolaram da rizosfera, histoplano e filosfera de diferentes espécies de plantas
dezesseis estirpes de Bacillus que foram triados quanto a producdo de AIA in vitro, bem
como quanto a promogdo do crescimento de Vigna radiata (L.) Wilczek. Os isolados da
rizosférica exibiram relativamente mais sintese de AIA do que os do histoplano e da filosfera.
Experimentos da interacdo entre sementes e B. megaterium Mir-4, B. pumilus NPR-1 e B.

subtilis TPP-1, em condicdes controladas, conduziu a aumentos no comprimento da parte
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aérea das plantulas de respectivamente 55,55, 46,46 e 46,20%. Inocula¢Ges com os isolados
de Bacillus também aumentaram a massa fresca da parte aérea, sendo de 60,94% para 0 uUSO
de B. megaterium Mir-4 3 37,76% para B. pumilus NPR-1, havendo correlagdo positiva
altamente significativa entre a producao de auxina analisada por GC-MS e o comprimento da
parte aérea (r = 0,687 **, P = 0,01) e massa fresca desta (r = 0,703 **, P = 0,01). Da mesma
forma, correlacdo significativa também foi observada entre a producdo de auxina pelas
especies de Bacillus e parametros de crescimento diferentes, como o comprimento da parte
aérea (r = 0,495 *, P = 0,05), numero de vagens (r = 0,498 *, P = 0,05) e peso de gréos (r =
0,537 *, P = 0,05) em plena maturidade, revelando que inoculacéo do solo de cultivo de Vigna
radiculata com tais microrganismos é favoravel ao desenvolvimento e aumento de
produtividade da mesma.

ANGULO et al. (2014) avaliaram o crescimento de Eucalyptus nitens induzido pela
espécie de L. sphaericus através da producédo de &cido-indol-acético, solubilizacdo de fosfato
e producdo da enzima aminociclopropano-1-carboxilato deaminase.

Em contrapartida, LIN et al. (1992) haviam isolado em 1980 a estirpe A1501 de A.
faecalis de solo salino de cultivo de arroz no sul da China, constataram que tal isolado cresce
bem em meio sélido ou liquido contendo 0,8 mol.L! de NaCl, além de produzir AlA,
indicando tal bactéria para formulacfes biofertilizantes a serem utilizadas em solos
degradados ou salinos para os cultivos de arroz e soja.

No presente estudo, entretanto, na presenca dos herbicidas estudados somente o
isolado de B. megaterium foi capaz de produzir o fitohdrmonio, de modo que possivelmente a
rota para a producdo do AIA em A. faecalis foi inibida na presenca de altas concentragdes
desses agentes de controle de plantas daninhas e invasoras.

MEHNAZ & LAZAROVITS (2006), ao inocularem de sementes de milho com
isolados bacterianos produtores de AlA, demonstraram que a estirpe que expressou a maior
producdo desse hormdnio (16,8 g mL™) ndo foi a que promoveu o maior crescimento das
plantas, mas a sintese da auxina foi considerada o principal mecanismo responsavel pela
promocao de crescimento encontrada. Da mesma forma, CERIGIOLI (2005), depois de isolar
75 estirpes de microrganismos de rizosfera de milho e verificar que seis, das 32 que
apresentavam fatores de crescimento de plantas (18% Stenotrophomonas spp., 16% Bacillus
spp., 10% Ochrobactum spp.), seis produziram AIA em quantidade razoavel in vitro
(Pseudomonas putida, Microbacterium saperdae, Stenotrophomonas maltophilia,
Ochrobactum anthropi, A. faecalis e B. megaterium), e apenas S. maltophilia e M. saperdae

aumentaram em 64 e 23% respectivamente a massa das raizes de milho apdés 30 dias do
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tratamento em solo esterilizado e suplementacdo com zinco e NPK, porém, esse parametro
ndo foi promovido quando as sementes foram inoculadas com suspensdes aquosas de pelo
menos outras trés dessas bactérias em solo ndo esterilizado e ndo suplementado ou
suplementado apenas com zinco, como no caso da estirpe de B. megaterium. Esta fora
selecionada pelo alto rendimento de AIA in vitro (14,9 ug.mL™), e s6 foi capaz de promover
algum aumento na massa da parte aérea (15%), em plantulas obtidas em solo nédo esterilizado
suplementado com zinco e NPK.

De fato, os solos brasileiros sdo pobres em zinco, elemento essencial para a conversédo
do triptofano em AIA. No caso da parte aérea de plantulas de milho com 30 dias, CERIGIOLI
(2005) relatou que inclusive houve diminuigdo de sua massa para a maioria dos tratamentos,
com excecdo das sementes inoculadas com A. faecalis 14R1C/B, cujas plantulas pos-
emergentes aumentaram de massa em relacao ao controle, embora nao significativamente.

PATTEN & GLICK (1996) sugerem que a entrada adicional de AIA microbiano pode
modificar a auxina endogena para um nivel 6timo ou acima do 6timo, resultando na indugdo
ou inibicdo do crescimento da planta. A resposta da auxina depende do estdgio de
desenvolvimento da raiz da planta, o qual influi na composicao e quantidade dos esxudatos

liberados pela raiz, favorecendo assim seu desenvolvimento.
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CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS
De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

Embora o levantamento bibliogréafico efetuado tenha permitido observar que existem
muitos estudos de isolamento e identificacdo de bactérias promotoras de crescimento,
poucos sdo os relatos que tendem a relaciona-las com a degradacdo de agroguimicos,
em especial dos herbicidas isoxaflutole e sulfentrazona.

Muitos microrganismos (96) puderam ser isolados de solos oriundos de longo tempo
de monocultivo de cana-de-agUcar, o que evidencia que apesar desses solos terem sido
alvo de agricultura intensiva hd tanto tempo, ainda servem como habitat para
microbiota diversa, prevalecendo entre as cepas isoladas cerca de 25% de bastonetes
Gram positivos formadores de enddsporos (Bacillus spp.), e sugere-se a simbiose
dessa diversidade com a rizosfera de cana-de-aglcar, promovendo seu crescimento.

A maioria das estirpes bacterianas isoladas (62) apresentou tolerancia aos herbicidas
diuron, isoxaflutole e sulfentrazona estudados in vitro mesmo em altas concentracdes -
estes dois Gltimos inclusive de até 1000 pug.mL?, quando o maximo permitido pela
legislacdo sanitaria e ambiental brasileira em aguas de abastecimento, por exemplo,
n&o ultrapassa respectivamente 90, 20 e 10 pg.L™, isto é, teores muito mais reduzidos.
Portanto, apesar da pressdo, essesolo ainda serve como habitat para certa microbiota.
Dessas estirpes tolerantes caracterizadas morfobioguimicamente, selecionou-se quatro
daquelas que apresentaram atividades enzimaticas extracelulares para degradar
diferentes compostos, incluindo celulose, peroxido, uréia e compostos fendlicos, e
submeteu-se as mesmas a testes de tolerancia aos mesmos herbicidas em meio liquido,
avaliando-se seu potencial também para degrada-los. Concluiu-se que ao menos na
concentragdo de 10 ng.mL™?, as quatro bactérias toleraram bem esses produtos como
unica fonte de carbono em culturas submersas. A amplificagdo e anélise comparativa

das sequéncias do rRNA 16S do DNA extraido de cada uma delas permitiu sua
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identificacdo molecular mais precisa, tratando-se de estirpes de Bacillus megaterium,
B. toyonensis, Lysinibacillus macroides e Alcaligenes faecalis.

Os isolados B. megaterium e Alcaligenes faecalis foram capazes de solubilizar fosfato
em meio solido contendo diferentes concentracdes dos herbicidas diuron,
sulfentrazona e isoxaflutole, apesar de nos ensaios de germinacdo de sementes de
milho na presenca desses herbicidas ndo terem elevado esse parametro em relacdo aos
controles, mas eventualmente terem aumentado o comprimento de radiculas das
plantulas de sementes tratadas frente a herbicidas especificos, como diuron e
sulfentrazona, respectivamente. In vitro, esses isolados também foram capazes de
produzir auxina (AlA) em meio contendo triptofano sem herbicidas, enquanto B.
toyonensis, que ndo foi capaz de apresentar essa caracteristica, induziu a germinacao
de sementes de milho na presenca de diuron.

O isolado de L. macroides, que também solubilizou fosfato em meio liquido, assim
como B. megaterium, apresentaram maior capacidade que os demais em promover o
crescimento de radiculas de plantulas de milho diante dos diferentes herbicidas nas
condi¢des dos bioensaios, isto €, apenas a quebra da dorméncia e germinacdo das
sementes sem disponibilidade de nutrientes, ja que estas estavam dispostas sobre rolos
de papel filtro umidecido. Como a sintese de auxinas exige das bactérias alguns
nutrientes, entre eles o zinco, é muito provavel que o desempenho dessas bactérias
associadas a cultivos de cana-de-aclcar possam também ter alguma atuacdo sobre
outras culturas, em especial de solos degradados.

Estudos de outras variaveis sdo necessarios, inclusive de quantificacdo dos metabolitos
dos herbicidas para confirmar-se a atuagdo dos microrganismos ndo apenas na
tolerancia, mas também na degradacdo, e também de formulacGes e consorcios entre
as bactérias para diferentes culturas antes de recomendar-se sua utilizacdo em
processos de remediacdo de solos com residuos de herbicidas, entre outros problemas,

e para promogcao de crescimento vegetal.
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Apéndice | — Colorac@es Diferenciais e Meios de Cultivo



1. Aspectos morfoldgicos
1.1. Coloracédo de Gram

Indicada para classificar as bactérias conforme a composi¢do de sua parede e provavel
revestimento externo em Gram positivos (ndo possuem envoltério lipopolissacaridico, pois
rettm o corante cristal violeta utilizado, adquirindo a cor violeta-escuro por este ndo ser
lavado por solvente orgénico), e em Gram negativos (possuem envoltorio lipopolissacaridico
que adsorve a maior parte do corante, sendo este posteriormente lavado por etanol). As

bactérias Gram negativas adquirem cor roseada apos nova colora¢do com safranina.

O procedimento foi realizado utilizando-se laminas de vidro limpas e previamente
desengorduradas. Nestas depositou-se uma gota de agua destilada estéril e sobre a mesma,
com o auxilio de uma alca de metal flambada, friccionou-se parte de uma coldnia bacteriana
coletada de meio solido. Os esfregacos foram rapidamente flambados sobre a chama de bico
de Bunsen e recobertos com uma solucdo de cristal de violeta (solucdo A: 4 g de cristal de
violeta em 20 mL de etanol 95%; e solucdo B: 0,8 g de oxalato de aménio em 80 mL agua
destilada), durante 1 min. O excesso de corante sobre as laminas foram esgotados, e sobre as
mesmas depositou-se solucio de lugol a 2% (LIMED®), visando aumentar a fixacdo do
corante previamente utilizado nas células. Apds 1 min, novamente esgotou-se 0 material e 0
esfregaco foi lavado com alcool (95%) até o total desprendimento de pigmentos. As laminas
foram lavadas em agua corrente e cobertas com solugdo de safranina (0,5 g de safranina em
100 mL de alcool a 50 %), aguardando-se cerca de 30 s antes do esgotamento total da solucao.
Efetuou-se a secagem de cada lamina, utilizando-se lenco de papel, e as células foram
observadas com o auxilio do microscopio trinocular Coleman (magnitudes de 640 a 1600 X)
(NEDER, 1992).

1.2.  Confirmacéao da reacéo de Gram

Parte de uma unidade formadora de colonia foi transferida com o auxilio de palito de
madeira estéril para uma gota (cerca de 30 pL) de uma solucdo de KOH a 3% (p/v),
previamente depositada sobre lamina de vidro asséptica e deslipidizada. Durante 15 s,
homogenizou-se 0 material com o auxilio de um palito de madeira, observando-se a
ocorréncia da formacdo de um fio viscoso da emulsdo de microrganismos, o que confirma
aqueles que sdo Gram-negativos. N&o ocorrendo a formacéo do fio viscoso, 0S mesmos sdo

considerados Gram-positivos, conforme descrito por SUSLOW et al. (1982).



1.3. Coloragéo de endosporos

Preparou-se esfregacos de células conforme descrito em 1.2, mas utilizou-se coloracéo
diferente do método de Gram. Para tal, utilizou-se uma solucdo de verde malaquita (1 g de
verde malaquita em 20 mL de agua destilada), e fixou-se 0 mesmo por flambagem répida
sobre bico de Bunsen, até o desprendimento de vapores (sem que o material fervesse ou
secasse). Apos o resfriamento, a lamina foi lavada com agua corrente e tratada com solucéo
de safranina durante 20-30 min. Decorrido este tempo, lavou-se e secou-se a lamina, e 0
esfregaco foi examinado ao microscopio com objetiva de imersdo. Os esporos, quando
presentes, coraram-se de verde, sendo este um dos critérios adotados na identificacdo de
bactérias esporulantes (NEDER, 1992).

1.4. Bactérias alcool-4cido resistentes

Preparou-se esfregacos de células conforme descrito em 1.2, mas utilizou-se coloracéo
diferente do método de Gram. Para tal, utilizou-se solucdo de fucsina de Ziehl concentrada
[na proporcdo de 1:1, misturou-se as solugdes A (3 g de fucsina basica a 10 mL de alcool 95°)
e solucdo B (5 g de fenol fundido a 95 mL de &gua destilada)], e fixou-se 0 mesmo por
flambagem répida sobre bico de Bunsen, até o desprendimento de vapores (sem que 0
material fervesse ou secasse). O excesso de corante foi esgotado, e as laminas novamente
tratada com uma solucéo de alcool-acido cloridrico a 1% (97 mL de alcool a 95% e 3 mL de
acido cloridrico), até o desprendimento total de pigmentos. Em seguida, lavou-se o material
em agua corrente e novamente submeteu-se cada esfregaco a coloracdo com solucdo de azul
de metileno de Loeffler (Reagen). As células que permaneceram coradas ap0s tratamento com
a mistura alcool-acido foram denominadas &lcool-4cido resistentes, corando-se em vermelho,

e as demais células coraram-se em azul (VERMELHO et al., 2006).

2. Meios de cultivo de manutencao e diferenciais
2.1. Meio agar nutriente (AN)
A 1 L de agua destilada adicionou-se: 5,0 g de peptona; 3,0 g de extrato de carne; 1,0

g de NaCL e 15 g de &gar. Apds esterilizacdo (121°C, 1 atm, 20min) e resfriamento, 0 meio

foi vertido em placas de Petri e tubos de ensaio para posterior utilizacdo (NEDER, 1992).

2.2.  Meio minimo mineral Jones & Edington (J.E.) (liquido e s6lido)

A 1L de 4gua destilada adicionou-se 0,5 g de K:HPO4; 0,5 g de (NH4)2SO4; 0,5 g de



MgSQO4.7H20; 10 mg de FeCl>.1H>0; 10 mg CaCly; 0,1 g de MnCl_2; 0,01 mg de ZnSO4e 15 g
de Agar (pH 6,5) (JONES & EDINGTON, 1968). Apos esterilizagdo (121°C, 1 atm, 20min) e
resfriamento, diferentes volumes de solucdo estoque de um dos trés herbicidas em acetona
(25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg.mL? de meio) foram filtradas (membrana 0,22 um) e

adicionadas. O Caldo J.E. foi preparado da mesma forma mas sem adicdo de agar.

2.3. Meio “Trés Glicidios e Ferro (T.S.I.) (Vetec, pH=7,3+0,2, a 25 °C).

Dissolveu-se 59,4 g do meio desidratado em 1L de &gua destilada correspondendo a 3
g de extrato de carne; 3 g de extrato de levedura; 20 g de NaCl; 10 g de lactose; 10 g de
sacarose; 1 g de dextrose; 0,2 g de FeSO4; 0,3 g de NazS;0s3; 0,024 g de vermelho de fenol e
15 g de agar para cada litro de dgua. O material foi aquecido sob agitacdo constante até
dissolucdo completa, fervendo-se por 1 min. Ap6s homogeneizagdo, o meio foi autoclavado
(121°C, latm, 20 min) e distribuido em tubos de ensaio esterilizados e resfriados (45-50°C).
As inoculacdes dos isolados foram realizadas através de picada no fundo do tubo e
estriamento da rampa, os tubos foram incubados (30 + 1°C, no escuro) e observados apés 6,
18, e 24 h de incubacdo. O objetivo de se utilizar este meio foi verificar a capacidade das
bactérias em fermentar glicose, lactose e/ou sacarose através da producdo de acido, a presenca

ou ndo de gas e a producdo de H»S durante seu crescimento (SILVA , 1996).

2.4.  Agar MacConkey (Himedia, pH 7,4 + 0.2 a 25 °C)

Adicionou-se do meio sintético 55,37 g em 1L de agua destilada, correspondendo a:
20 g de peptona; 10 g de lactose; 5 g de sais biliares; 5 g de NaCl; 0,07 g de vermelho neutro
e 15,3 g de agar para 1 L de 4gua. Ap6s homogeneizacdo, o meio foi esterilizado (120°C, 1
atm, 20 min) e posteriormente distribuido em placas de Petri. Apds sua solidificacdo as
culturas bacterianas jovens foram inoculadas e incubadas (30 + 1 °C, escuro) durante 18-24 h.
Avaliou-se o crescimento dos microrganismos, considerando-se fermentadores de lactose
aqueles que se apresentaram como col6nias de coloracdo rosa. As placas nas quais ndo houve
crescimento ou auséncia da cor rosa nas col6nias foram reincubadas por mais 24 h, sendo

consideradas negativas as que se mantiveram inalteradas.

2.5.  Agar Citrato de Simons (Difco, pH 6,8 + 0,2 a 25 °C).

Suspendeu-se 24,2 g do meio comercial desidratado em 1 L de agua destilada |,
correspondendo a 0,2 g de MgSOg; 1 g de NH4H2POy4; 1 g de KoHPO4; 2 g de citrato de sodio;



5 g de NaCl; 13 g de &gar; 0,08 g de azul de bromotimol, por cada litro de &gua. O mesmo foi
homogeneizado e aquecido até dissolucdo completa, distribuidos em tubos de ensaio e
esterilizado (121 °C, latm, 20 min). Apds solidificacdo de forma inclinada a superficie do
meio foi inoculada em estrias, com o auxilio de uma alca de platina, sem tocar o fundo.
Depois os tubos foram levados para incubadora (30 + 1 °C, no escuro) durante 48 h. A
utilizacdo do citrato como fonte de energia gera grande quantidade de gas carbonico (COy),
que reage com o sodio (Na*) e a agua do meio, produzindo compostos alcalinos como o
carbonato de sodio (Na2COz), elevando o pH do meio e causando a viragem do indicador para
azul, o que é considerado resultado positivo para a prova de citrato (VERMELHO et al.,
2006).

2.6.  SIM (Sulfito — Indol — Motilidade) (Difco - pH =7,3+ 0,2 a 25 °C)

Suspendeu-se 30 g do meio comercial desidratado em 1 L de agua destilada,
correspondendo a 30 g de peptona; 3 g de extrato de carne; 0,2 g de ferro peptonado; 0,025
Na2S203 - 5H20 e 3 de agar por litro de 4gua. Apés autoclavagem (120 °C, 1 atm, 20 min),
verteu-se 0 meio em tubos, que foram mantidos na posicao vertical, resfriados, inoculados por
picada Unica e central (alca de platina) e incubados (30 + 1 °C, no escuro), por 24 h. O
crescimento difuso das coldnias (além da linha de inoculacdo), em direcéo as paredes do tubo
de ensaio, indicou motilidade para o microrganismo.

Com relacdo a presenca de indol, esta € revelada a partir da disposi¢cdo de 200 - 300
uL do reagente de Kovacs para indol (5 g de p-dimetilbenzaldeido; 75 mL de alcool amilico;
25 mL de 4cido cloridrico concentrado) no meio de cultura, e posterior agitacdo. O
desenvolvimento de uma cor vermelho-violeta na superficie do meio indica resultado
positivo, e a ndo alteracdo implica em resultado negativo. Quanto a producao de H»S, esta é
revelada pelo escurecimento do meio de cultura pela deposicdo de sulfato difuso (SILVA &
NEUFELD, 2006).

2.7. Meio para atividade de fenoloxidases

Ao meio Agar Nutriente previamente esterilizado (120 °C, 1 atm, 15 min) e resfriado
para 45-50°C acrescentou-se 0,5% de acido galico e levou-se o material novamente para
autoclave por mais 10 min. Apos resfriamento (45 - 50 °C), o mesmo foi vertido em placas de
Petri e posteriormente inoculado com culturas jovens (24 h), e incubados a 30 + 1 °C por 4

dias no escuro. O teste é considerado positivo para halos marrom escuros ao redor de col6nias



(Reag#o de Bavendamm), conforme CONCEICAO et al. (2005), sendo realizado em triplicata

para cada microrganismo.

2.8. Meio para Atividade de Lignina-Peroxidase (Ligninase)

Preparou-se 0 meio composto por: 2 g de glicose; 2 g de tartarato de amonio; 2 g de
extrato de malte; 0.26 g de KH2PO4; 0.26 g de Na;HPOg4; 0.5 g de MgSQO4.7H20; 0.01 g de
CuSO04 .5H,0; 0.0066 g de CaCl..2H20; 0.005 g de FeSOa, 0.0005 g de ZnSO4 .7H,0; 0.02
mg de Na2MoOs, 0.09 mg de MnCl, .2H,0, 0.07 mg de H3BOz3, 0.1 g de azul de metileno
(cloreto 3,7-bis— dimetilaminofenazotionio) e 20 g de agar para 1 L de agua. O pH foi
ajustado para 5.5, seguindo-se a esterelizacdo em autoclave a 121 °C, 1 atm, por 20 min. Ap6s
resfriamento do meio (45 - 50 °C), o mesmo foi vertido em placas de Petri e posteriormente
inoculados com culturas jovens (24 h de crescimento) e incubados a 30 + 2 °C por 10-30 dias
no escuro. A deteccdo da atividade foi verificacdo pela descoloragdo do meio de cultivo ao
redor da coldnia. O teste foi realizado em triplicata com todos os microrganismos (DHOUIB
et al., 2005).

2.9. Meio para Atividade Celulolitica

Dissolveu-se 1 g de (NH4)2S04, 1 g de KoHPO4, 5 g de MgSOs4, 0,001 g de NaCl, 15 g
agar e 10 g de carboximetil-celulose em 1 L de &gua destilada. Ap6s a homogeneizagdo, o
meio foi autoclavado (120 °C, 1 atm, 20 min.), vertido em placas de Petri, inoculado com
culturas jovens (24 h) e incubado por 10 dias (30 + 1 °C, no escuro). A atividade foi verificada
pela presenca de zonas alaranjadas ao redor da col6nia apds a aplicacdo da solucdo de
vermelho Congo (0,1g em 100 mL de agua destilada) colocado sob a superficie das placas por
um periodo de 2 h. O teste foi realizado em triplicata com todos os microrganismos
(RYCKEBOER et al., 2003).

2.10. Meio para Atividade Ureésica

Utilizou-se o meio agar uréia de Christensen composto por: 1 g de peptona; 1 g de
dextrose; 5 g de NaCl; 2 g de KH2POs; 20 g de ureéria; 0,12 g de vermelho de fenol (6 mL de
solugdo 0,2 %) para 1 L &agua destilada. O meio foi autoclavado, vertido e inoculado
conforme item anterior. O crescimento foi observado apés 6 e 24 h de incubacéo a 30 + 1 °C,

no escuro. A mudanga da coloracdo do meio de amarelo alaranjado para rosa escuro, indica



resultado positivo. Os tubos considerados negativos foram reincubados por 6 ou mais dias. O
teste foi realizado em triplicata com todos os microrganismos (SILVA, 1996)

2.11. Meio NBRIP modificado (NAUTIYAL, 1999)

O meio NBRIP (National Botanical Research Institute Phosphate), contendo (g.L™?):
glicose (10,0); KCI, (0,2); MgCl».6 H20 (5,0); MgS0a4.7H20 (0,25); (NH4)2SO4, (0,1), &gua
destilada (850), com &gar (17) para 0 meio sélido, ou sem &gar (meio liquido), foi
inicialmente esterilizado (120°C, 1 atm, 15 min). A esse volume de meio adicionou-se 50 mL
de KoHPO4 (10% para meio com agar e 1% para meio liquido) e 100 mL de CaCl, (10%)
para a formacdo de precipitado insoluvel de fosfato de céalcio (CaHPO4). O mesmo foi
utilizado para selecdo de bactérias solubilizadoras de fosfatos. Portanto, no meio sélido a
concentragdo de fosfato insoltvel foi de cerca de 5 mg.mL™? e no meio liquido esta foi de

cerca de 0,5 mg.mL™.

3. Testes diferenciais in vitro
3.1. Provada Catalase

Sobre uma lamina de vidro previamente asséptica e deslipidizada, e com o auxilio de
palito de madeira estéril, depositou-se uma fracdo de uma coldnia bacteriana jovem em AN
(18-24 h). Sobre a coldnia, adicionou-se 100 pL de H2O> 3%, recentemente preparado. O
surgimento de bolhas decorrentes da liberacdo de oxigénio pela célula bacteriana indicou

positividade para a producdo de catalase (SILVA, 1996).

3.2.  Prova da Oxidase em tiras de papel

Com o auxilio de uma pinga flambada, depositou-se, em placa de Petri esterilizada,
uma fita de papel de filtro embebida com uma solucdo aquosa de cloridrato de dimetil-p-
fenileno diamino 1% (reagente de Kovacs). Em seguida, e com um palito de madeira estéril,
coletou-se e depositou-se uma fragdo de uma colonia bacteriana jovem (24-36 h) em AN
sobre tal fita. O aparecimento de coloracdo résea, inicialmente, passando a vermelha intensa,
10 a 15 s depois, indicou reacdo positiva para oxidase. Se a mudanga da cor ocorreu entre 15 e
60 s depois, a reacdo foi considerada negativa (FERREIRA & SALGADO, 1995).



Apéndice Il
Resultados da caracterizacdo morfo-bioquimica dos microrganismos isolados de

solo com antigo histdrico de cultivo de cana-de-agucar



Quadro 1. Aspectos morfo-bioquimicos dos microrganismos isolados em solo com longos anos de cultivo de cana-de-agtcar (NR = ndo realizado)

Microrganismo Gram Cor Motilidade Endosporos Fenoloxidase | Ligninase | Urease | Celulase | Catalase | Oxidase Citrato
AB SG2 SULF + Pigmentada + - _ _ . + _ i -
AB SG1 SULF - Incolor - - - ] + ] ] ] ]
AB PR SULF + Pigmentada - - . . _ + N i i
AB G1 SULF + Pigmentada + - ) ] _ + + . .
AB SG3 SULF + Pigmentada - - . . + + . i N
ACO SG3a SULF + Incolor - + ] ] + + + ]

ACO PR2 SULF + Pigmentada + + ] ) ) ] + ] ]
ACO PR1 SULF - Pigmentada - - i ] ] + N _ +
ACO SGla SULF - Incolor - - ] ] ] + ] ] ]
APC PR SULF + Pigmentada - - ; + ; + + ] +
APC SG SULF + Pigmentada - - . + i + + i _
APF SG SULF - Pigmentada - - ] ] ] + ] ] ]
APF PR1 SULF - Incolor - - ) ] ] ] ] _ ]
AB G1 1SOX _ Pigmentada + - j _ ) j . i i
AB PR2 ISOX + Pigmentada + - - - + + + - +
AB PR1 ISOX + Pigmentada - - . . + + _ i i
APF SG3 ISOX + Pigmentada N i + - + + + - +-
APF SG1 I1SOX + Pigmentada + - - + + + - ; +
APF PR2 1SOX + Pigmentada - + ] ] ] ] ) ] +
APF SG4 ISOX + Pigmentada + + . . + + _ i i
APFE G3 ISOX + Pigmentada + + } } _ _ + _ +
APF PR1 ISOX + Pigmentada - - . . + + _ i i
APF G2 ISOX - Pigmentada + - _ ) i + i _ -
APF G1 ISOX . Pigmentada + - _ _ i + i i ]
ACO PR1 ISOX + Pigmentada + + + ] - A + ] +




Quadro 1. Continuagdo: Aspectos morfo-bioquimicos dos microrganismos isolados....

Microrganismo Gram Cor Motilidade | Endosporos Fenoloxidase | Ligninase | Urease Celulase Catalase | Oxidase Citrato
ACO PR2a ISOX - Pigmentada - - ] ] ] + ] ] _
ACO PR2 ISOX - Pigmentada + - ] ] ] ] N _

ACO SG3 ISOX - Pigmentada - - ] ] + + ] _ N
ACO G2b ISOX - Incolor + - ] + ] N ] _ ]
ACO G2a ISOX + Pigmentada + - ] ] + N ] ] N
AB SG1aDIU Pigmentada - - NR NR NR NR - - +
AB PR3a DIU - Pigmentada - - - - + + + ; +
AB SG2a DIU . Pigmentada - - . . i
AB GlaDIU + Pigmentada - + ] _ ) + . i +
AB G2aDIU . Pigmentada + - ] . + N i ]

APF PR1a DIU + Incolor + + - . . + i _ i
APF SGla DIU - Pigmentada + - ] ] + + ] ] N
APF G2a Diu - Pigmentada i - NR NR NR NR - - -
APF Gla DIU - Pigmentada - - ] ] ] + ] ] N
ACO G1laDIU + Pigmentada + + o + _ + N i -
ACO PR3a DIU - Pigmentada - - NR NR NR NR - - -
ACO SG3 DIU + Incolor - - ] ] + N ] ] N
ACO G2 DIU + Pigmentada - - i i
ACO PR1a DIU + Pigmentada + - ] ) ) + ] ]
ACO G1 DIU . Pigmentada - - ] _ + + . i
ACO PR2ab diu - Pigmentada - - ] ] ] + ] ]
ACO PR2 a DIU + Pigmentada + - ; ; ; ] ] ] ]
ACO PR?2 - Pigmentada - - 3 _ _ + _ . +
ACO SG2 DIU . Pigmentada + - _ _ + + i i N
ACO PR1 DIU - Pigmentada + - _ _ N N i N

NR = Nao realizado




Quadro 1. Continuagdo: Aspectos morfo-bioquimicos dos microrganismos isolados....

Microrganismo Gram Cor Motilidade | Endosporos | Fenoloxidase | Ligninase Urease Celulase Catalase Oxidase Citrato
APC PR1a DIU - Pigmentada - - - - + + + - +
APC GlaDIU - Incolor - - NR NR NR NR - - +
APC PR2a DIU - Incolor + - NR NR NR NR - - +
APC SGla DIU - Pigmentada - - - - + + - -
APC G2aDIU + Pigmentada - - . + + + + ; }
CORY SG2 + Pigmentada - + NR NR NR NR + - -
CORY SGA2 + Pigmentada - + NR NR NR NR + - +
CORY G2 + Pigmentada + + NR NR NR NR - + +
CORY SGA3 - Incolor - - . ] + + N ] _
CORY PR1 + Pigmentada - + NR NR NR NR + + +
CORY SGA1 + Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
CORY G1 + Pigmentada - + . } + + + ; +
CORY SG1 + Pigmentada - NR NR NR NR + ; ;
CORY PRAL - Pigmentada + - NR NR NR NR + - +
PAFLU G2 + Pigmentada - . . ; + + . ;
PAFLU PR1 Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
PAFLU G3 - Pigmentada + - NR NR NR NR - - -
PAFLU SG1 - Incolor + - NR NR NR NR + + -
PAFLU SGA3 + Pigmentada + + . . + + + } }
PAFLU PR2 - Pigmentada - - NR NR NR NR + . ;
PAFLU PRA1 _ Pigmentada + - . . + + " . "
PAFLU PRA2 - Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
PAFLU SG4 . Pigmentada - - . ; + + + . +
PAFLU SGA2 - Incolor - - - - + - + - +
PAFLU SG2 - Pigmentada - - NR NR NR NR + - +

NR = Nao realizado




Quadro 1. Continuacdo: Aspectos morfo-bioquimicos dos microrganismos isolados....

Microrganismo Gram Cor Motilidade | Endosporos | Fenoloxidase | Ligninase Urease Celulase Catalase Oxidase Citrato
PAFLU SGA4 - Incolor - - - - + + + - -
PAPIO SGAL + Pigmentada - + NR NR NR NR + + -
PAPIO PR1 . Pigmentada + - . . ; } + + }
PAPIO SGA2 i} Pigmentada - . ; } ; + + ;
PAPIO PRA1 - Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
PAPIO G2 ; Pigmentada + - + + + + + + +/-
PAPIO PR2 i} Pigmentada + - . . . . + . .
PAPIO SG2 . Pigmentada - - R + + + + - ;
PAPIO PR2 - Incolor - - NR NR NR NR + + +
PAPIO G1 - Pigmentada - - NR NR NR NR + ; -
BDA PR2 - Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
BDA SG1 Pigmentada - + NR NR NR NR + + -
BDA SGA? + Incolor - + NR NR NR NR + ; ;
BDA SG2 - Pigmentada + - NR NR NR NR + + -
BDA SGAL Pigmentada + + NR NR NR NR + - +
BDA G2 Pigmentada + + NR NR NR NR + - -
BDA PR1 - Pigmentada - - NR NR NR NR + - -
BDA G1 + Incolor - + NR NR NR NR + ; +
ACO SG1 ISOX - Pigmentada - - NR NR NR NR - - -
ACO PR2 ISOX + Pigmentada - + NR NR NR NR - - -
ACO SG2 ISOX - Incolor - - - - - - - - -

NR = N&o realizado






